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Bescheinigung / ZU£^> 

Herr Hassan J o m a a in Gie&en/Deutschland hat eine Patentanmeldung unter 
der Bezeichnung 

"Mittel zur Hemmung des 1-Deoxy-D-xylose-5-phosphat-Pathways 
zur Therapie von Infektionskrankheiten" 

am 22. September 1998 beim Deutschen Patent- und Markenamt eingereicht. 

Die angehefteten Stucke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ursprungli- 
chen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patent- und Markenamt vorlaufig die Symbole 
C 07 K, A 61 K und C 12 N der Internationalen Patentklassifikation erhalten. 



Miinchen, den 18. Mai 1999 
Deutsches Patent- und Markenamt 
Der President 
Im Auftrag 
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Mittel zur Hemmung des l-Deoxy-D-xylose-5-phosphat-Pathwavs 
zur Therapie von Inf ektionskrankheiten 

Die Erfindung betrifft Verfahren und Mittel zur Therapie 
von parasitaren Erkrankungen verursacht durch ein- oder 
mehrzellige Parasiten. Anwendungsgebiete der Erfindung sind 
die Medizin und die pharmazeutische Industrie. Weiter be- 
trifft die Erfindung Proteine, sowie Teilstticke von Protei- 
nen, ferner DNA-Sequenzen, die fur diese Proteine bzw. filr 
Teilstiicke dieser Proteine kodieren, sowie die Verwendung 
dieser DNA-Sequenzen, dieser Proteine oder ihrer Teilstiicke 
zur Identifizierung von Stoffen mit Wirkung gegen ein- oder 
mehrzellige Parasiten. 

Der Begriff Parasiten beinhaltet einzellige Parasiten, Pro- 
tozoen, und mehrzellige Parasiten einschlieJilich Helminthen 
und Anthropoden. Diese verursachen Inf ektionserkrankungen 
bei Mensch und Tier. 

Es existiert bereits eine Vielzahl von Mitteln gegen para- 
sitare Erkrankungen. Die vorhandenen Mittel werden durch 
die sich rasch entwickelnden Resistenzen gegen diese Mittel 
bereits unbrauchbar fur die Therapie von Mensch und Tier. 
So sind bereits viele Regionen von Malaria Parasiten befal- 
len, die gegen Standard-Medikamente wie Chloroquin resi- 
stent sind. Auch sind Berichte iiber Resistenz-Entwicklung 



ge ,en Standard-Mittel (Praziquantel, zur Behandlung der 
BiLrziose be*annt. Dies. ResistenzentwicUungen -d ande- 
re F a*toren haben dazu gefUhrt, da. Malaria und B.lhaz^ose 
bereits zu den haufigsten Erfcrankungen in den Tropen ge- 
zahlt warden. Geschatzte 300-500 Millionen Menschen srnd an 

„™w 2-2 5 Millionen Menschen sterben im Jahr 

Malaria erkrankt. i lix-lx_l 

an Malaria. Welter sind neue Mediate wie 

teuer in der Herstellung und sehr nebenwirtongsre^h. 

b esteht ein grower Bedarf an Arznei,«ittel zur Tnerapie von 

Mensch und Tier. 

Es gab in der Vergangenheit viele AnsStze zur Entwicfclung 
von Chemotherapeutifca gegen Parasiten. insbesondere gegen 
Krankheitserreger der Malaria und der Bilharziose. Erner 
dieser Ansatze befa»t sich mlt der Inhibition der sogenann 
ten Isoprenoidbiosynthese. Isoprenoide sind Molecule dre 
au s einzelnen xsopreneinheiten .Isopentenyl-Diphosphat ge- 
bi ldet werden, und wichtige Eunktionen in der Mil. uber- 
nehmen. Hierzu geharen Sterole. Ubichinone und ander, , Mo 1.- 
M le, die far den Haushalt der Parasiten wichtrg sind. Ore 
vorgenensweise basierte hierbei auf eine* Mod.ll. b~ de„ 
in Pilze und in S.ugerzellen etabliert wurde. In Prlzen und 

n-r, ^ntsteht die Untereinheit Isopentenyl 
in Sauqerzellen entstent ux<= 

iphos hat au f der Basis der Kondensation von - Mo le - 
len Acetyl-CoA zu HMG-CoA. HMG-CoA wird dann von der HMG 
CoA-P.eduktase zu Mevalonat umgewandelt, welches dann zu 
Xsopentenyl-diphosphat umgewandelt wird .it Mevalonat- 
Phosphat als Z „ischenstufe. Inhibitoren der HMG-CoA- 
BeduLse wie zu m Beispiel .ovastatin. Simvastatin und ra 
vastatin wurden zur Inhibition des «achstu*s der Paras.ten 
vaswi nr^^or- Anwendung sehr 

verwendet. Bei Malaria gelang es zwar, unter Anwen g 

hoher Dosen Lovastatin und Simvastatin eine « vrtro Inhr 
J ion zu erreichen. iedoch .niAlang die Inhibition „ ,xvo. 
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Die Behandlung Schistosoma-infizierter MSuse mit Lovastatin 
fUhrte ZU einer Inhibition der Eiablage dieser Warmer, je - 
doch mufiten sehr hone Konzentrationen an Lovastatin aufge- 
wendet werden, urn einen Teil der Warmer in vivo zu toten. 

Es wurde nun Oberraschend gefunden, dafi Parasiten, insbe- 
sondere Plasmodien und Trypanosomen (Verursacher der Mala- 
ga and der Schlaf krankheit , zumindest einen weiteren 
Stoffwechselweg zur Synthese von Isoprenoiden besitzen 
Dieser Stoffwechselweg beruht auf einer Kondensation von 
Glycerinaldehyd-3-Phosphat und Pyruvat zu 1-Desoxy-D- 
xylulose-5-phosphat (DOXP) . D0X P wird dann umgewandelt 2U 
2-C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat, das dann zu Isopente- 
nyldiphosphat umgewandelt wird mit 2-C-Methyl-erythrose-4- 

phosphat als Zwischenstuf e . Dieser qtnff,, w , 

uieser Stoffwechselweg besteht 

unter anderem aus den Enzymen DOXP-Synthase und DOXP- 
Reduktoisomerase (Siehe Figur 7). Dieser Stoffwechselweg 
war bisher nur in Pflanzen, in A l gen und in einigen Bakte- 
rxen beschrieben worden (Sprenger et al. PNAS, 94 (1997) 
12857-62 und Kuzuyama et al. Tetrahedron Letters 39 (1998) 
4509-12). 1 H) 

Die inhibition des oben beschriebenen DOXP-stof fwechsel- 
wegs, msbesondere der Enzyme DOXP-Synthase und DOXP- 
Reduktoisomerase durch die dem Fachmann bekannten Techniken 
exgnet sich zur Vorbeugung und Behandlung von Infektionen, 
verursacht durch ein- und mehrzellige Parasiten bei Mensch 
und Tier. Da dieser Stoffwechselweg nicht im Menschen vor- 
handen ist, eignet er sich hervorragend als Ziel fur eine 
gezielte.Chemotherapie von Parasiten. Insbesondere eignen 
sxch die Enzyme Deoxyxylulose-5-phosphat-Synthetase und 
Deoxyxylulose-5-phosphat-Reduktoisomerase als Ziel far eine 
Chemotherapie. Besonders nebenwirkungsarm und geeignet 




••••••• • • 



zeigte sich die Inhibition des Enzyms Deoxyxylulose-5- 
phosphat-Reduktoisomerase von Malaria, da der Mensch weder 
uber Substrate und deren Vorstufen noch liber Produkt des 
Enzyms noch uber das Enzym selbst verfugt. 

Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren und neue Mit- 
tel, die den DOXP-Stoff wechselweg hemmen und deren Anwen- 
dung. zur Therapie von Inf ektionskrankheiten verursacht 
durch ein- oder mehrzellige Parasiten. 

Die Erfindung hat das Ziel, ein neues Mittel zur Therapie 
von parasitaren Erkrankungen bei Mensch und Tier bereitzu- 
stellen. Ihr liegt die Aufgabe zur Grunde, ein Medikament 
zu entwickeln, das selektiv den Erreger abtotet und neben- 
wirkungsarm ist . 

Diese Erfindung wird gemaft Anspruch 1 realisiert. Die Er- 
f indungsverf ahren und Erf indungsmittel sind dadurch gekenn- 
zeichnet, daft sie 

- die Isoprenoidbiosynthese im sogenannten 1-Deoxy-D- 
Xylulose-5-Phosphat-Stoff wechselweg hemmen . 

Alle beschriebenen Stof f wechselwege sind nicht in Mensch 
und Tier vorhanden, sondern nur in Pflanzen, Algen, manchen 
Eubakterien und in Parasiten wie zum Beispiel Malaria- 
Parasiten, daher zeichnet sich diese Therapie-Strategie als 
sehr nebenwirkungsarm aus. 

Die vorliegende Erfindung betrifft Enzyme die an diesem 
Stof fwechselweg beteiligt sind, sowie Teilstucke dieser En- 
zyme. Die vorliegende Erfindung betrifft weiter DNA- 



Sequenzen, die fur diese Enzyme kodieren, bzw. fur Teil- 
stiicke dieser Enzyme. 

Die Erfindung betrifft weiter die Verwendung dieser Enzyme 
Oder ihrer Teilstucke, oder die Verwendung der DNA- 
Sequenzen, die fur diese Enzyme kodieren, bzw. fur Teil- 
stucke dieser Enzyme zur Identif izierung von Stoffen mit 
Wirkung gegen ein- oder mehrzellige Erreger. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner Verfahren zur 
Identif izierung der Enzyme oder ihrer Teilstucke sowie die 
Herstellung der Enzyme oder ihrer Teilstucke iiber rekombi- 
nante Technologie. 

Im folgenden wird die Erfindung anhand der beiliegenden 
Zeichnungen genauer beschrieben. 

Es zeigen: 

Fig. la die Nukleotid-Sequenz des Gens, das fur die Pro- 
teins l-Deoxy-D-xyluIose-5-phosphat-Reduktoisomerase aus 
Plasmodium falciparum codiert, 

Fig. lb die Nukleotid-Sequenz des Gens, das fur die 1- 
Deoxy-D-xylulose-5-phosphat-Synthase aus Plasmodium falci- 
parum codiert, 

Fig. 2a die Nukleotid-Sequenz des Gens, fur die 1-Deoxy-D- 
xylulose-5-phosphat-Reduktoisomerase aus Plasmodium falci- 
parum codiert und die entsprechende Aminosaure-Sequenz 
Fig. 2b die Nukleotid-Sequenz des Gens, fur die 1-Deoxy-D- 
xylulose-5-phosphat-Synthase aus Plasmodium falciparum co- 
diert und die entsprechende Aminosaure-Sequenz, 
Fig. 3a die Aminosaure-Sequenz des Proteins 1-Deoxy-D- 
xylulose-5-phosphat-Reduktoisomerase aus Plasmodium falci- 
parum, 
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Fig. 3b die Aminosaure-Sequenz des Proteins 1-Doxy-D- 
xylulose-5-phosphat-Synthase aus dem Parasiten Plasmodium 
falciparum, 

Fig. 4a die Darstellung der Homologien zwischen der Ami- 
nosaure-Sequenz des Proteins l-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat- 
Reduktoisomer&se aus Plasmodium falciparum (Pfal)und be- 
kannte Sequenzen aus unterschiedlichen Gen-Datenbanken. Die 
dargestellten Mikroorganismen sind Helicobacter pylori 
(Hpyl) , Mycobacterium tuberculosis (Mtb) , Bacillus subtilis 
(Bsub) , Pseudomonas aeruginosa (Paer), Haemophilus influen- 
zae (Hinf ) , Escheichia coli (Ecol), Aquifex aeolicus (Aeo) 
Synechocystis sp. (Syn) , 

Fig. 4b die Darstellung der Homologien zwischen der Ami- 
nosaure-Sequenz des Proteins l-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat- 
Synthase aus Plasmodium falciparum (Pfal)und bekannte Se- 
quenzen aus unterschiedlichen Gen-Datenbanken. Die darge- 
stellten Mikroorganismen sind Helicobacter pylori (Hpyl) , 
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) , Bacillus subtilis (Bsub) , 
Pseudomonas aeruginosa (Paer), Haemophilus influenzae 
(Hinf ) , Escheichia coli (Ecol), Synechocystis sp. (Syn) , 
Mentha piperita (Mpip) , Oryza sativa (Osat) , Arabidopsis 
thaliana (Atha). , R. capsulata (Reap) 

Fig. 5 In-vivo-Daten fur die Parasitamie-Werte nach 4 tagi- 
ger Therapie mit jeweils drei Dosen der Stoffe: 
Formyl, das 3- (N-Formyl-N-hydroxylamino) -propyl- 
phosphonsaure-mononatriumsalz entspricht , und 
Acetyl, das 3- (N-Acetyl-N-hydroxylamino) -propyl- 
phosphonsaure-mononatriumsalz entspricht, 

Fig. 6a die Inhibition des Wachstums von P. falciparum nach 
Zugabe von 3- (N-Formyl-N-hydroxylamino) -propyl- 
phosphonsaure-mononatriumsalz (offene Kreise) und 3-{N- 
Acetyl-N-hydroxylamino) -propyl-phosphonsaure- 
mononatriumsalz (geschlossene Kreise) fur den Stamm HB3, 
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Fig. 6b die Inhibition des Wachstums von P. falciparum 
nach Zugabe von 3- (N-Formyl-N-hydroxylamino) -propyl- 
phosphonsaure-mononatriumsalz (offene Kreise) und 3- (N- 
Acetyl-N-hydroxylamino ) -propyl-phosphonsaure- 
mononatriumsalz (geschlossene Kreise) fur den Stamm A2, und 
Fig. 6a die Inhibition des Wachstums von P. falciparum nach 
Zugabe von 3- (N-Formyl-N-hydroxylamino) -propyl - 
phosphonsaure-mononatriumsalz (offene Kreise) und 3- (N- 
Acetyl-N-hydroxylamino ) -propyl-phosphonsaure- 
mononatriumsalz (geschlossene Kreise) fiir den Stamm Dd2, 



und 



Fig. 7 den klassischen Acetat /-Mevalonat-Pathway im Ver- 
gleich zum alternativen DOX-P-Pathway . 

Mittels genetischer Verfahren konnten wir die kodierenden 
Gene der Enzyme DOXP-Synthase, und DOXP-Reduktoisomerase 
nachweisen (Figuren la, lb, 2a, 2b). Nach Anreicherung 
durch die Polymerase-Ketten-Reaktion aus dem Genom von P. 
falciparum wurden diese Gene in bakteriellen Plasmiden klo- 
niert und ihre Nukleotidsequenz bestimmt. Die Sequenzdaten 
zeigten eine hohe Homologie dieser Gene mit den entspre- 
chenden Genen aus Algen, Pflanzen und Bakterien (Figuren 4a 
und 4b) . Die sehr hohen Homologien zeigten eindeutig, dafi 
die drei Gene die Enzyme DOXP-Synthase und DOXP- 
Reduktoisomerase von P. falciparum codieren. 

Nach Expression in heterologen Systemen konnten wir die En- 
zyme als rekombinante Proteine reinigen und fur Aktivitats- 
studien in zellfreien Systemen einsetzen. Die Aktivitat der 
DOXP-Synthase wurde durch Umsetzung von Glycerinaldehyd-3- 
phosphat und Pyruvat zu l-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat ge- 
messen. Die Aktivitat der DOXP-Reduktoisomerase wurde durch 
Umsetzung von l-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat zu 2-C-Methyl- 




D-erythritol-4-phosphat in Gegenwart von NADPH gemessen. 
Die Messung der Veranderung der NADPH-Konzentration ist Pa- 
rameter. Dieses Verfahren ist dem Fachmann bekannt. 

Die Enzyme konnen liber ihre DNA-Sequenz ( Figuren la, lb, 
2a, 2b) und die davon abgeleitete Aminosauresequenz (Figu- 
ren 3a und 3b) definiert werden. Die Enzyme der einzelnen 
Parasiten, konnen sich von Parasiten zu Parasiten unter- 
scheiden. Solche Variationen der Aminosauren sind in der 
Regel Aminosaureaustausche . Es kann sich aber auch urn Dele- 
tionen*, Insertionen und Additionen von Aminosauren zur Ge- 
samtsequenz handeln. Die erf indungsgemafien Enzyme konnen - 
sowohl im Umfang und Art abhangig von der Zelle und Zell- 
typ, in dem sie exprimiert werden - glycosyliert oder nicht 
glycosyliert sein . 

Die erf indungsgemafien Enzyme oder Teilstucke dieser Enzyme 
werden durch Expression der erf indungsgemafien DNA in geeig- 
neten Expressionssystemen, beispielsweise in Bakterien, 
insbesondere in E. coli, als prokaryontisches Expressions- 
system oder in einem eukaryontischen Expressionssystem, 
insbesondere COS-Zellen oder Dictyostelium discoideum, her- 
gestellt . 

Mit Hilfe der durch die Erfindung bereitgestellte Nuklein- 
sauresequenz ist es moglich, im Genom von beliebigen Para- 
siten die kodierenden Genen oder deren Varianten zu suchen, 
diese zu identif izieren und die gewiinschten kodierenden Ge- 
ne fur die Enzyme zu isolieren. Derartige Verfahren und die 
hierftir geeigneten Screening-Methoden sind dem Fachmann be- 
kannt . 




Durch die Anwendung der rekombinanten Technologie ist es 
moglich, eine Vielzahl von Varianten von Enzymen oder Teil- 
stiicke von Enzymen herzustellen. Derartige Derivate konnen 
beispielsweise in einzelnen oder mehreren Aminosauren durch 
Substitution, Deletion oder Addition modifiziert sein. Die 
Derivatisierung kann beispielsweise uber site directed 
mutagenesis (ortsspezif ische Mutagenese) erfolgen. Derarti- 
ge Variationen sind fur einen Fachmann ohne weiteres durch- 
fuhrbar. Es muii lediglich sichergestellt sein, daB die cha- 
rakteristischen Eigenschaf ten der Enzyme erhalten bleiben. 
Ein weiterer Gegenstand dieser Erfindung sind deshalb die 
Enzyme, die am DOXP-Stof f wechselweg beteiligt sind, insbe- 
sondere DOXP-Synthase und DOXP-Reduktoisomerase, die 

a) das Produkt einer prokaryontischen oder eukaryontischen 
Expression einer exogenen DNA ist, 

b) codiert werden von einer Sequenz in Figuren la, lb, 2a 
und 2b 

c) codiert wird von DNA-Sequenzen, die mit den in Figuren 
la, lb, 2a und 2b gezeigten DNA-Sequenzen oder Fragmen- 
ten dieser DNA-Sequenzen im DNA-Bereich, der fur das 
reife Protein kodiert, hybridisieren, oder 

d) codiert wird von DNA-Sequenzen, die ohne die Degenerati- 
on des genetischen Codes mit den in b) bis c) definier- 
ten Sequenzen hybridisieren wiirden und fur ein Polypep- 
tid mit Aminosauresequenz kodieren. 

Bevorzugt sind Enzyme, welche von den Nukleotiden aus Figu- 
ren la, lb, 2a und 2b oder von DNA-Sequenzen, die aufgrund 
der Degeneration des genetischen Codes fur ein Polypeptid 
mit derselben Aminosauresequenz codieren wiirden, codiert 
werden. 




Die beiden erf indungsgemafien Enzyme (Sequenz in Figuren 3a 
und 3b) konnen als neue Prototypen von spezifischen Protei- 
nen ein- und mehrzelliger Parasiten, insbesondere der ein- 
zelligen Parasiten angesehen werden. 

Gegenstand dieser Erfindung sind Nukleinsauren, welche fur 
die Enzyme kodieren und ausgewahlt sind aus der Gruppe 

a) der in den Figuren la, lb, 2a, und 2b gezeigten DNA- 
Sequenzen oder den komplementaren Sequenzen, 

b) Nukleinsauren-Sequenzen, die mit einer der Sequenzen von 
a) hybridisieren, 

c) Nukleinsauren-Sequenzen, die ohne die Degeneration des 
genetischen Codes mit einer der in a) oder b) genannten 
Sequenzen hybridisieren wiirden. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Enzyme aus ande- 
ren Parasiten, welche im wesentlichen Pyruvat und Glyceral- 
dehyd-3-Phosphat zu l-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat konden- 
sieren (DOXP-Synthase) und l-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat zu 
2-C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat umsetzen (DOXP- 
Reduktoisomerase) . Diese den Malaria-Enzymen analogen Enzy- 
me konnen dadurch erhalten werden, dafi mit einer Hybridi- 
sierungsprobe, die fur Malaria-Enzyme codierende Sequenzen 
enthalt, eine cDNA-Bibliothek oder genomische Bibliothek 
des entsprechenden Parasiten nach dem Fachmann gelaufigen 
Methoden gescreent wird oder liber den Sequenzvergleich der 
DNA und Proteinsequenz fur Malaria-Enzyme mit anderen Para- 
siten-Enzymen . 

Mit Hilfe der Nukleinsauren konnen erf indungsgemafie Enzyme 
in reproduzierbarer Weise in grofien Mengen gewonnen werden. 
Zur Expression in prokaryontischen und eukaryontischen Or- 




ganismen wird die Nukleinsaure nach dem Fachmann gelaufigen 
Verfahren in geeignete Expressionsvektoren integriert. Vor- 
zugsweise enthalt ein solcher Expressionsvektor einen regu- 
lierbaren/induzierbaren Promotor. Zur Expression werden 
diese rekombinanten Vektoren dann nach bekannten Verfahren 
in geeignete Wirtszellen eingefiihrt und die transf ormier- 
ten, transf izierten bzw. transduzierten Wirtszellen unter 
Bedingungen kultiviert, die eine Expression des heterologen 
Gens ermoglichen. Als Wirtszellen eignen sich prokaryonti- 
sche Zellen, wie z.B. E. coli, und eukaryontische Zellen, 
insbesondere Hefen (z.B. Saccharomyces cervisiae, Schizo- 
saccharomyces pombe, Pichia pastoris), Insektenzellen (z.B. 
Zellinien von Drosophila melanogaster wie S2-Zellen, Spo- 
doptera frugiperda, Trichoplusia ni) , Wirbeltierzellinien, 
vor allem Teratokarzinoma-Zelllinien wie CHO- oder COS- 
Zellen, und pflanzliche Zellinien. 

Die erf indungsgemaften Enzyme konnen auch in transgenen 
Pflanzen und Tieren (z.B. Mause, Schafe, Ziegen, Schweine, 
Meerschweinchen) exprimiert werden. Das Expressionssystem 
ist dabei vorteilhaf terweise durch dem Fachmann bekannte 
Techniken so zu gestalten, dafl die produzierten Enzyme mit 
der Milch der Tiere ausgeschieden werden bzw. aus leicht zu 
gewinnenden Pf lanzenteilen (Fruchten, Blattern, Bliiten, 
Sproli- und Wurzelteilen) erhalten werden konnen. 

Als Expressionsvektoren eigene sich fur Wirbeltierzellinien 
besonders Systeme, die von Papillomaviren (z.B. SV40), Re- 
troviren, Sindbisviren, Cytomegaloviren und Vacciniaviren 
abgeleitet sind. Fur Insektenzellen eignet sich besonders 
das Baculovirus-System, fur Pf lanzenzellen Systeme auf der 
Basis des Ti-Plasmids von Agrobacterium tumefaciens und der 
BeschuU der Zellen mit Nukleinsaure-iiberzogenen Partikeln. 




Von besoncierer Bedeutung ist die Expression der erfindungs- 
gemafien Enzyme in Schleimpilzen wie Dictyostelium discoi- 
deum, Polysphondylium pallidum und Physarum polycephalum, 
da ihre Zellen kostengunstig in grolien Mengen auf einfachen 
Medien kultiviert werden konnen. Die Verwendung von Dic- 
tyostelium discoideum bietet den weiteren Vorteil, dafi die- 
ser Organismus ahnliche Codone fur die jeweiligen Aminosau- 
ren benutzt wie Plasmodium falciparum und dadurch eine be- 
sonders effektive Produktion der erf indungsgemafien Enzyme 
erreicht wird. Aulierdem sind induzierbare Promotoren (z.B. 
durch Nahrungsmangel) fur Expressionsvektoren fur Dic- 
tyostelium discoideum bekannt. Dadurch kann die Ausbeute an 
rekombinantem Enzym weiter gesteigert werden. 

Fur die Expression der er f indungsgemafien Enzyme eignen sich 
besonders solche Wirtszellen und Organismen, die keine in- 
trinsischen Enzyme besitzen, die Pyruvat und Glyceraldehyd- 
3-phosphat zu l-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat kondensieren 
(DOXP-Synthase) und l-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat zu 2-C- 
Methyi-D-erythritol-4-phosphat umsetzen ( DOXP-Reduktoiso- 
merase) . Dies trifft fur Archaebacterien, Tiere, Pilze, 
Schleimpilze und einige Eubakterien zu. Durch das Fehlen 
dieser intrinsischen Enzymaktivitaten wird die Detektion 
und Aufreinigung der rekombinanten Enzyme wesentlich er- 
leichtert. Auch wird es erst dadurch moglich, mit geringem 
Aufwand die Aktivitat und insbesondere die Hemmung der Ak- 
tivitat der erf indungsgemalien rekombinanten Enzyme durch 
verschiedenen Chemikalien und Pharmaka in Rohextrakten aus 
den Wirtszellen zu messen. 

Die Expression der erf indungsgemafien Enzyme erfolgt vor- 
teilhaf terweise dann in eukaryontischen Zellen, wenn post- 




translatorische Modif ikationen und eine native Faltung der 
Polypeptidkette erreicht werden soil. Auflerdem wird in Ab- 
hangigkeit vom Expressionssystem bei der Expression genomi- 
scher DNA-Sequenzen erreicht, dafi Introns durch Spleilien 
der DNA beseitigt und die Enzyme in der fur die Parasiten 
charakteristischen Polypeptidsequenz produziert werden. Fur 
Introns codierende Sequenzen konnen auch durch rekombinante 
DNA-Technologie aus den zu exprimierenden DNS-Sequenzen be- 
seitigt oder experimentell eingefiigt werden. 

Die Isolierung des Proteins kann aus der Wirtszelle oder 
dem Kulturuberstand der Wirtszelle nach dem Fachmann be- 
kannten Verfahren erfolgen. Es kann auch eine in vitro Re- 
aktivierung der Enzyme erforderlich sein. 

Zur Erleichterung der Aufreinigung konnen die erf indungsge- 
mafien Enzyme oder Teilsequenzen der Enzyme als Fusionspro- 
tein mit verschiedenen Peptidketten exprimiert werden. Dazu 
eigenen sich besonders Oligo-Histidin-Sequenzen und Sequen- 
zen, die von der Glutathion-S-Transf erase, Thioredoxin oder 
Calmodulin-bindenden Peptiden abgeleitet sind. Fusionen mit 
Thioredoxin-abgeleiteten Sequenzen eignen sich besonders 
fur prokaryontische Expression, da dadurch die Loslichkeit 
der rekombinanten Enzyme erhoht wird. 

Weiterhin konnen die erf indungsgemalien Enzyme oder Teilse- 
quenzen der Enzyme als Fusionsprotein mit solchen, dem 
Fachmann bekannten, Peptidketten exprimiert werden, dafi die 
rekombinanten Enzyme in das extrazellulare Milieu oder in 
bestimmte Kompartimente der Wirtszellen transportiert wer- 
den. Dadurch kann sowohl die Aufreinigung, als auch die Un- 
tersuchung der biologischen Aktivitat der Enzyme erleich- 
tert werden. 
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Bei der Expression der erf indungsgemalien Enzyme kann es 
sich als zweckmaftig erweisen, einzelne Codone zu verandern. 
Dabei ist der gezielte Austausch von Basen in der kodieren- 
den Region auch sinnvoll, wenn die genutzten Codone in den 
Parasiten abweichend sind von der Codonnutzung im heterolo- 
gen Expressionssystem, urn eine optimale Synthese des Pro- 
teins zu gewahrleisten . Zudem sind oft Deletionen von 
nicht-translatierten 5'bzw. 3 ' -Abschnitten sinnvoll, bei- 
spielsweise wenn mehrere destabilisierende Sequenzmotive 
ATTTA im 3 X -Bereich der DNA vorliegen. Dann sollten diese 
bei der bevorzugen Expression in Eukaryonten deletiert wer- 
den. Veranderungen dieser Art sind Deletionen, Additionen 
oder Austausch von Basen und ebenfalls Gegenstand der vor- 
liegenden Erf indung . 

Weiterhin konnen die erf indungsgemaften Enzyme unter stan- 
dardisierten Bedingungen durch dem Fachmann bekannte Tech- 
niken durch in vitro-Translation gewonnen werden. Dafilr ge- 
eignete Systeme sind Kaninchen-Reticulozyten- und Weizen- 
keim- Extrakte. Auch kann in vitro transskribierte mRNA in 
Xenopus-Oocyten translatiert werden. 

Durch chemische Synthese konnen Oligo- und Polypeptide her- 
gestellt werden, der Sequenzen aus der Peptidsequenz der 
erf indungsgemafien Enzyme abgeleitet sind. Bei geeigneter 
Wahl der Sequenzen besitzen derartige Peptide Eigenschaf- 
ten, die fur die vollstandigen erf indungsgemaflen Enzyme 
charakteristisch sind. Derartige Peptide konnen in grofien 
Mengen hergestellt werden und eignen sich besonders fur 
Studien uber die Kinetik der Enzymaktivitat , die Regulation 
der Enzymaktivitat, die dreidimensionale Struktur der Enzy- 
me, die Hemmung der Enzymaktivitat durch verschiednen Che- 




mikalien und Pharmaka und die Bindungsgeometrie und Bin- 
dugnsaf f initat verschiedener Liganden. 

Vorzugsweise wird zur rekombinanten Herstellung der erfin- 
dungsgemaiien Enzyme eine DNA mit den Nukleotiden aus den in 
den Figuren la, lb, 2a und 2b dargestellten Sequenzen ver- 
wendet . 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Verfahren zur 
Gewinnung der Enzyme, die beteiligt sind am DOXP- 
Stof fwechselweg, insbesondere die Enzyme DOXP-Synthase und 
DOXP-Reduktoisomerase durch Isolierung aus den Parasiten. 
Die Isolierung der Enzyme erfolgt aus Parasiten-Extrakten 
uber chromatographisch, elektrophoretische und andere dem 
Fachmann bekannte Verfahren. Die Enzyme werden mittels Mes- 
sung der jeweiligen enzymatischen Aktivitat oder Reaktivi- 
tat mit entsprechenden Antikorpern ermittelt. 

Der Nachweis von transf ormierten, transf izierten bzw. 
transduzierten Wirtszellen, welche die Enzyme rekombinant 
produzieren, sowie die Aufreinigung des Proteins erfolgen 
vorzugsweise liber Antikorper, die an diese Enzyme binden. 
Derartige Antikorper sind mit Hilfe der erf indungsgemafien 
Enzyme oder Telle der Enzyme als Antigen oder Immunogen in 
einfacher Weise nach bekannten Verfahren erhaltlich. 

Mit den erf indungsgemafien Antikorper gegen die Proteine 
konnen beispielsweise durch Western-Blotting-Analysen homo- 
loge bzw. kreuzreagierende Proteine anderer Parasiten de- 
tektiert werden . 

Ein weiterer Gegenstand dieser Erfindung sind Methoden zur 
Bestimmung der enzymatische Aktivitat der DOXP-Enzyme, ins- 
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besondere der Enzyme DOXP-Synthase und DOXP- 
Reduktoisomerase . Dies kann nach den bekannten Anleitungen 
bestimmt werden (Sprenger et al. PNAS, 94 (1997) 12857-62 
und Kuzuyama et al. Tetrahedron Letters 39 (1998) 4509-12). 
Hierbei wird die Kondensation von Pyruvat und Glyceralde- 
hyd-3-phosphat zu l-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat (DOXP- 
Synthase) und die Umwandlung von l-Deoxy-D-xylulose-5- 
phosphat zu 2-C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat (DOXP- 
Reduktoisomerase) detektiert. Ein weiterer Gegenstand die- 
ser Erfindung ist die Verwendung diese Meftverf ahren zur Er- 
mittlung von Stoffen, die die Aktivitat der jeweiligen En- 
zyme inhibieren. 

Durch die Anwendung der rekombinanten Technblogie ist es 
moglich, eine Vielzahl von Varianten von Enzymen Oder Teil- 
stiicken von Enzymen herzustellen. Derartige Derivate konnen 
beispielsweise modifiziert sein in einzelnen oder mehreren 
Aminosauren durch Substitution, Deletion oder Addition. Die 
Derivatisierung kann beispielsweise iiber site directed 
mutagenesis (ortsspezif ische Mutagenese) erfolgen, Derarti- 
ge Variationen sind fur einen Fachmann ohne weiteres durch- 
fuhrbar. Es mufi lediglich sichergestellt sein f dafl die cha- 
rakteristischen Eigenschaf ten der Enzyme erhalten bleiben. 

Mit Hilfe der erf indungsgemafien Enzyme und ihrer Homologen 
konnen neue spezifische Wirkstoffe gegen Parasiten gefunden 
werden . 

Insbesondere konnen die oben beschriebenen Detektions- 
Methoden in geeigneten Testkits zum Screening auf antipara- 
sitare Wirkung von Stoffen verwendet werden, Hierzu .gehoren 
Methoden, die dem Fachmann bekannt sind und sich zum Scree- 
ning von Naturstoffen aus Flora und Fauna, aus Pflanzen, 



Algen, Bakterien oder Tieren eignen, unci deren Derivate, 
chemischen Libraries, auch Libraries, die mittels dem Fach- 
mann bekannten Techniken, einschliefilich der kombinatori- 
schen Chemie erstellt wurden (Pindur et al. Pharmazie in 
unserer Zeit 26 (1997) 24-30; Broach et al. Nature 384 
(1997) 14-6; Lack et al. Chimia 50 (1996) 445-7; Czarnik 
und Ellmann Accounts of chemical research 29 (1996); Chemi- 
cal and engineerings News 74 (1996) 28-73; Lorin et al. 
Chemical reviews 96 (1996) 555-600; Weber et al. Nachrich- 
ten aus Chemie, Technik und Laboratorium 42 (1994) 698- 
702) . 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch die Verwendung von 
Proteinen oder Teilstucke dieser Proteine, hierzu gehoren 
Proteine oder Teilstucke von Proteinen mit oder auch ohne 
enzymatischer Aktivitat in dem Fachmann bekannten Techniken 
zur Ermittlung von Strukturen des Proteins, insbesondere 
die Charakterisierung der Bindungsstellen, die sich zum 
Entwerfen von Liganden eignen, die sich fur die Entwicklung 
von Mittel mit inhibierender Wirkung auf die enzymatische 
Aktivitat eignen. Obersichtsarbeiten sind dem Fachmann be- 
kannt ( Bohm et al. Wirkstoff design, der weg zum Arzneimit- 
tel von Bohm Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg 1996; 
Cohen, Guidebook on molecular modelling in drug design, 
Academic Press, London 1996; Holtjes und Folkers, Molecular 
modelling, basic principles and applications, in methods 
and principles in medicinal Chemistry, Band 5, VCH, Wein- 
heim 1996; Krogsgaard et al. A textbook of drug design and 
development, 2. Auflage, Haarwood academic publishers, Am- 
sterdam 1996) 
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Wirkstoffe die mit Hilfe der erf indungsgemaften Proteine 
aufgefunden werden, sind fur die Medizin und der Tiermedi- 
zin von hohem Interesse. 

Die Wirkstoffe, die mit Hilfe der erf indungsgemaften Protei- 
ne gefunden werden, eignen sich bei gunstiger Warmbliiterto- 
xizitat zur Bekampfung von pathogenen Parasiten, die bei 
Menschen und in der Tierhaltung und Tierzucht bei Nutz-, 
Zucht-, Zoo-, Labor-, Versuchs- und Hobbytieren vorkommen. 
Sie sind dabei gegen alle oder einzelne entwicklungsstadien 
der Schadlinge, sowie gegen resistente und normal sensible 
Parasiten wirksam. Durch die Bekampfung der Parasiten sol- 
len Krankheiten, Todesfalle und Leistungsminderungen (z.B. 
bei der Produktion von Fleisch, Milch, Wolle, Hauten, Eiern 
usw.) vermindert werden, so daft der Einsatz der Wirkstoffe 
eine wirtschaj: tlichere und einfachere Tierhaltung moglich 
ist . 

Unter Verwendung dieser erf indungsgemalien Verfahren ein- 
schliefilich der etablierten Assays (Ansatze) konnten wir 
zeigen, daft die Aktivitat der DOXP-Reduktoisomerase durch 
3- (N-acetyl-N-hydroxyamino) propylphosphonat und derivative 
3- (N-f ormyl-N-hydroxyamino) propylphosphonat ( f osmidomycin) 
gehemmt wird. Beide Substanzen stammen aus einer chemischen 
Library von Acylhydroxylaminoalkylphosphonsaurederivaten. 
Diese Verbindungsgruppe wurde in der Vergangenheit be- 
schrieben als Herbizide und als bakterizid (US 4693742, 
DE2733658) . Hier zeigte sich die Effizienz des Systems fur 
das Auffinden von antiparasitaren Wirkstoffen. Die Ergeb- 
nisse aus den Enzymassays konnten auch in der Malariakultur 
(Siehe Beispiele) und im Tierversuch (Siehe Beispiele) be- 
statigt werden. Die mittels dieser Enzymassays ermittelten 
Inhibitoren konnten das Wachstum von Malaria- Parasiten in 
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vitro und in vivo hemmen. Eine Behandlung der Tiere uber 
einem Zeitraum von 8 Tagen zeigte eine Heilung der Tiere. 
Hier zeigte die Acetylforin eine dreifach hohere Wirksamkeit 
als die Formylf orm. Dieses Ergebnis ist sehr iiberraschend, 
da wesentlich hohere (bis zu lOOOx) Konzentrationen 3- (N- 
acetyl-N-hydroxyamino) propylphosphonat benotigt werden, um 
das Bakterienwachstum zu hemmen. 

Damit eignet sich das erf indungsgemalie Verfahren und die 
erf indungsgemaUen Mittel zur therapeutischen und prophylak- 
tischen Behandlung von Infektionen bei Mensch und Tier ge- 
eignet, die durch Parasiten, Pilze oder Viren hervorgeruf en 
werden. Die Verbindungen sind insbesondere als Malariapro- 
phylaxe und als Prophylaxe der Schlaf krankheit sowie der 
Chagas-Krankheit, der Toxoplasmoses der Amobenruhr, der 
Leishmaniosen, der Trichomoniasis, der Pneumozystose, der 
Balantidiose, der Kryptosporidiose, der Sarkozystose, der 
Akanthamobose, der Naeglerose, der Kokzidiose, der Giardio- 
se und der Lambliose geeignet . 

Die erf indungsgemaften Mittel zeigten eine Wirkung gegen 
ein- und mehrzellige Parasiten, insbesondere gegen einzel- 
lige Parasiten (Protozoen) , insbesondere gegen Erreger der 
Malaria und der Schlaf krankheit sowie der Chagas-Krankheit, 
der Toxoplasmose, der Amobenruhr, der Leishmaniosen, der 
Trichomoniasis, der Pneumozystose, der Balantidiose, der 
Kryptosporidiose, der Sarkozystose, der Akanthamobose, der 
Naeglerose, der Kokzidiose, der Giardiose und der Lamblio- 
se . 

Die erf indungsgemafien Verfahren und erf indungsgemaJien Mit- 
tel eignen sich besonders zur Behandlung der Malaria, der 
Schlaf krankheit und der Leishmaniosen. 
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Die erf indungsgemaften Wirkstoffe eignen sich auch zur Inhi- 
bitor! von Bakterien, und von Pflanzen. Damit eignen sich 
Substanzen, die erf indungsgemali als Inhibitoren des DOXP- 
Stof fwechselweges identif iziert werden, auch zur Anwendung 
als Herbizide und zur Anwendung bei der Behandlung von bak 
teriellen Infektionen bei Mensch und Tier. 

Zu den Nutz- und Zuchttieren gehoren Saugetiere, wie z.B. 
Rinder, Pferde, Schafe, Schweine, Ziegen, Kamele, Wasser- 
buffel, Esel, Kaninchen, Salz- und Siiftwasserf ische, wie z. 
B. Forellen, Karpfen und Aale. 

Zu den Labor- und Versuchstieren gehoren Mause, Ratten, 
Meerschweinchen, Goldhamster, Hunde, Katzen und Schweine. 
Zu den Hobbytieren gehoren Hunde und Katzen. 
Die Anwendung kann sowohl prophylaktisch als auch therapeu 
tisch erfolgen. 

Die Anwendung der Wirkstoffe erfolgt direkt oder in Form 
von geeigneten, dem Fachmann bekannten Zubereitungen wie 
enteral, parenteral, dermal oder nasal. 

Die erf indungsgemafien Mittel konnen in Kombination mit al- 
ien dem Fachmann bekannten Antiinf ektiva verwendet werden. 
Hierzu gehoren Substanzen, die antibakterielle, antiparasi 
tare, antivirale oder fungizide Wirkungen haben. Hierzu ge 
horen Antiinf ektiva, die in der Roten Liste und in der 
Fachliteratur (Allgemeine und spezielle Pharmakologie und 
Toxikololgie von Forth et al. Bl-Wissenschaf tsverlag, Mann 
heim 1998; Antibiotikatherapie von Simon und Stille, Schat 
tauer-Verlag, Stuttgart 1993) auf gefiihrt sind. 

Da einige Parasiten sowohl iiber dem Mevalonat- 

Stof fwechselweg, als auch iiber dem DOXP-Stof f wechselweg 
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verfugen, betrifft die Erfindung insbesondere die Kombina- 
tion von Inhibitoren des DOXP-Stof f wechselweges mit Mit- 
teln, die den Fettstof f wechselweg inhibieren, einschlieli- 
lich Inhibitoren der Synthese Oder der Aufnahme von Lipi- 
den, insbesondere Inhibitoren des Mevalonat- 
Stof fwechselweges . Hier seien insbesondere die Inhibitoren 
der Ezyme HMG-COA-Synthase und Inhibitoren der HMG-CoA- 
Reduktase genannt. Zu den Inhibitoren der HMG-CoA-Reduktase 
zahlen insbesondere Lovastatin und Derivate, Mevastatin und 
Derivate, Compactin und Derivate, Simvastatin und Derivate, 
Pravastatin und Derivate, Atorvastatin und Derivate, Fluva- 
statin und Derivate und Cerivastatin und Derivate. . 

Beispiel 1 

Expressionsklonierung des fur die DOXP-Reductoisomerase co- 
dierenden Gens von P. falciparum. 

Die Klonierung des fur die DOX-Reductoisomerase von P. fal- 
ciparum codierenden Gens erfolgte durch PCR-Amplif ikation 
der entsprechenden Sequenzen von genomischer DNA als Matri- 
ze. Zur Gewinnung von genomischer DNA wurde der P. falci- 
parum- Stamm HB3 nach der Kerzentopf-Methode kultiviert 
(Tranger und Jensen (1976), Science 193, 673-675). Als Kul- 
turmedium wurde RPMI 164 0 (mit HEPES und L-Glutamin, Gibco) 
mit 10 % humanem Serum, 0.3 pg / ml Gentamycin und 0.1 mM 
Hypoxanthin supplementiert und mit humanen Erythrozyten ein 
Hamatokrit von 5 % eingestellt. Fur die Preparation der DNA 
wurden 15 Kulturschalen mit je 35 ml Kulturvolumen bei ca. 
4 % Parasitamie verwendet . Die infizierten Erythrozyten 
wurden durch Zentrif ugation geerntet und zweimal in Trager- 
Puffer (57 mM NaCl, 58 mM KC1, 1 mM NaH 2 P0 4/ 7 mM K 2 HP0 4 , 11 
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mM NaHC0 3/ 14 mM Glucose) gewaschen. Die Parasiten wurden 
aus den Erythrozyten freigesetzt, indem das Zellsediment 
mit einem lOfachen Volumen 1 %iger Saponinlosung in Trager- 
Puffer fur 5 min auf Eis lysiert wurde (modifiziert nach 
Kilejian (1979), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76, 4650-4653). 
Die freien Parasiten wurden zweimal durch Zentrif ugation 
(10 min, 10.000 rpm, 4 °C) mit einer Losung von 1 % BSA in 
Trager-Puf f er gewaschen. Die DNA-Praparation aus den gewon- 
nenen freien Parasiten erfolgter nach Standadprotokollen. 
Zunachst wurden die Parasiten mit Proteinase K verdaut . 
Dann wurde der Ansatz viermal mit Phenol / Chloroform ex- 
trahiert, die DNA-L6sung uber Nacht gegen TE dialysiert und 
anschliefiend mit Isopropanol prazipitiert . 

Fur die PCR-Amplif ikation wurden folgende Primer verwendet: 

Pf YAEMf or 5 '-CTGAATTTCATATTACAAAATTAATAGATG-3 * 
Pf YAEMrev 5 x -GTACTATGAAGAATTATGTTTGTTGTATAT-3 x . 

Fur diePCR-Reaktion wurde folgender Ansatz verwenet: 

3 pi 10 x PCR-Puffer 

2,4 pi 25 mM MgS0 4 

2,4 pi 2,5 mM dNTP 

2 pi Matrizen-DNA (0,2 pg / ml) 

2 pi Primer 1 (7,5 pM) 

2 ]il Primer 2 (7,5 \iM) 

0.2 pi Taq-Polymerase (5 U / pi) 

16 pi H 2 0 

Die Amplif ikation erfolgte mit folgendem Profil: 



3 Zyklen: 96°C 1 min 

48°C 1 min 



32 Zyklen 



72°C 3 min 

95 °C 40 sec 
48°C 1 min 
72°C 3 min 



Nach dem letzten Zyklus wurde der Ansatz zur vollstandigen 
Verlangerung aller Produkte noch 10 min bei 72 °C inkubiert. 
Das PCR-Produkt von 4 derartigen Ansatzen wurde vereinigt 
und iiber ein 0.7 %i ges Agarosegel gereinigt. Die Elution 
der DNA aus dem Agaroseblockchen erfolgte mit dem „Kit for 
DNA extraction" (Millipore, Kat . Nr. S667). Die eluierte 
DNA wurd mit Ethanol prazipitiert und in 10 ul H 2 0 aufge- 
nommen. Anschlieflend wurde das PCR-Produkt nach den Vor- 
schriften des Herstellers mit dem TA-cloning kit (Invitro- 
gen) kloniert. Dabei wurden 20 ng insert-DNA fur einen Li- 
gationsansatz verwendet. Bakterienkolonien, die das ge- 
wiinschte rekombinante Plasmid trugen, wurden durch analyti- 
sche Plasmidpraparation und EcoR I- Verdau der Plasmide 
identifiziert. Die klonierten PCR-Produkte wurden dann un- 
ter Verwendung von Standard- Forward- und Reverse-Primern 
sequenziert; die Sequenzen wurden mit der Technik des Pri- 
mer Walkings vervollstandigt . 

Fur die Expression in COS-7- Zellen wurde ein PCR-Produkt, 
das in der entsprechenden Orientierung im P CR2 . 1-Vektor 
vorlag, in den Expressionsvektor pBK-CMV (Stratagene) um- 
kloniert. Die Umklonierung erfolgte dabei uber die Schnitt- 
stellen der Restriktionsenzyme Not I und BamH I, die im Po- 
lylinker beider Vektoren vorkommen. Ftir die Transfektion 
der COS-7-Zellen wurde der Expressionsvektor mit dem PCR- 
Produkt als Insert uber Anionenaustausch-Chromatographie 
(Qiagen) im praparativen MafSstab hergestellt. 
Alle fur die Klonierung verwendeten Methoden sind ausfuhr- 
lich beschrieben in J. Sambrook, E.F. Fritsch, T. Maniatis 



(1989), Molecular cloning: a laboratory manual, 2nd editi- 
on, Cold Spring Habor Laboratory Press, Cold Spring Habor, 
USA. 

Die C0S-7-Zellen wurden in DMEM-Medium mit 10 % FCS unter 
Standardbedingungen kultiviert. Pro Zellkulturf lasche wur- 
den 30 ml Kulturmedium berechnet. Fur die Transf ektion wur- 
den Zellen bei ca. 50 % Konfluenz verwendet, die am Vortag 
frisch gesplittet worden waren. Als Transf ektionsreagenz 
wurde DOTAP (Boehringer) verwendet. 40 pi DNA-L6sung (0,5 
]iq / ml) wurden mit 110 \il 20 mM HEPES (pH 7,4) gemischt. 
Aulierdem wurden 100 yil DOTAP mit 230 \il 20 mM HEPES (pH 
7,4) in einem Polystyrol-Reaktionsgef afl gemischt. Dann wur- 
de die DNA-Losung zu der DOTAP-Losung zupipettiert und 15 
min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefiend wurde der 
Ansatz mit 20* ml Kulturmedium gemischt und das Medium der 
COS-7-Zellen durch dieses Gemisch ersetzt. Am folgenden Tag 
wurden die Zellen mit frischem Medium in neue Zellkultur- 
flachen transf erriert . Nach weiterer 48stundiger Inkubation 
wurden die transf izierten COS-7-Zellen geerntet. Dazu wur- 
den die Zellen abgeschabt und dreimal durch Zentrif ugation 
in Assay-Puffer (100 mM TrisHCl (pH 7,5), 1 mM MnCl 2 ) ge- 
waschen. Die Zellen wurden in einem minimalen Volumen As- 
say-Puffer resuspendiert und durch dreimaliges Einfrieren 
(in fliissigem Stickstoff) und Auftauen auf geschlossen. 
Zellf ragmente wurden in einem 1.5 ml Reaktionsgef afi abzen- 
tifugiert (13 000 rpm, 10 min, 4 °C) und der Oberstand di- 
re kt fur die Messung der Enzymaktivitat oder zur Aufreini- 
gung des Enzyms verwendet. 



Beispiel 2 



Reinigung der rekombinanten DOXP-Reductoisomerase 
falciparum 



Zur genaueren Charakterisierung wurde die in C0S-7-Zellen 
exprimierte rekombinante DOXP-Reductoisomerase von P. fal- 
ciparum zur weitgehenden Homogenitat auf gereinigt . Die Rei- 
nigung erfolgte iiber einen af f initatschromatogrphischen und 
einen gelpermeationschromatographischen Schritt. 
Zur Herstellung einer geeigneten Af f initatschromatographie- 
Saule wurden zunachst Antikorper gegen die DOXP- 
Reductoisomerase von P. falciparum hergestellt. Dazu wurden 
aus der von der DNA-Sequenz abgeleiteten Aminosaurensequenz 
solche Abschnitte ausgewahlt, fur die eine besonders hohe 
antigene Wirkung vorausgesagt werden konnte. Entsprechende 
Peptide wurden synthetisiert und fur die Immunisierung von 
Kaninchen eingesetzt. Die Qualitat der erhaltenen Antiseren 
wurde sowohl anhand ihrer Reaktivitat mit den synthetischen 
Peptiden, als auch durch Western blot-Analysen bestatigt. 
Fur die Western blot-Analysen (BM Western Blotting Kit, 
Boehringer) wurden Extrakte aus P. falciparum und rekombi- 
nanten COS-Zellen verwendet . 

Zur Herstellung der Af f initatchromatographie-Saule wurde 
das Antiserum zur Beseitigung niedermolekularer Amine gegen 
PBS dialysiert. Die Antikorper wurden dann an Protein A- 
Sepharose gebunden und durch Cross-linking mit DMP kovalent 
gekoppelt (IgG Orientation Kit, Pierce). Der Proteinextrakt 
wurde wie in Beispiel 1 beschrieben aus 55 Zellkulturf la- 
chen mit transf izierten C0S-7-Zellen gewonnen und auf die 
mit Assay-Puffer aquilibrierte Saule geladen. Nach exzessi- 
vem Waschen mit Assay-Puffer wurde die Saule mit Elutions- 
Puffer (100 mM GlycinHCl (pH 2,8), 0.4 % CHAPS) eluiert. 
Das Eluat wurde sofort mit 1 M TrisHCl (pH 7,5) neutrali- 
siert. Die Hauptfraktionen wurden durch Westen blot-Analyse 



identif iziert . Dazu wurden fur die Detektion biotinylierte 
Antikorper verwendet, urn eine Storung durch von der Saule 
in geringer Menge eluierte Antikorper zu vermeiden. Die 
Hauptf raktionen wurden vereinigt, gegen Assay-Puffer dialy- 
siert und durch Ultrafiltration (30 kDa, Amicon) konzen- 
triert. Die weitere Reinigung erfolgte durch Gelpermeation- 
schromatogrphie (Superdex 200, Pharmacia) mit Assay-Puffer 
als Start- und Elutions-Puf f er . Die Hauptf raktionen wurden 
wie oben beschrieben identif iziert , vereinigt und konzen- 
triert, mit 20 % Glygerin versetzt und bei -70°C eingefro- 
ren. Durch SDS-PAGE (12 % Acrylamid) unter reduzierenden 
Bedingungen und Silberf arbung (Gelcode Colour Silver Stain 
Kit, Pierce) wurde die gereinigte DOXP-Reductoisomerase von 
P. falciparum als einheitliche Bande bei 54 kDa darge- 
stellt . 

Beispiel 3 

Bestimmung der Aktivitat des gereinigten Enzyms und Scree- 
ning nach Inhibito'ren 

Die DOXP-Reductoisomerase-Aktivitat des gereinigten Enzyms 
wurde in einem in vi tro-Versuchssystem bestatigt. Fur einen 
typischen Versuchsansatz wurdenlOO pi Assay-Puffer mit 0,3 
mM NADPH, 0,3 mM DOXP und 10 \ig rekombinantem Enzym verwen- 
det. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von DOXP zum kom- 
pletten Ansatz gestartet. Die Oxidation von NADPH wurde 
photometrisch bei 340 nm in Mikroquarzkuvetten bei 37°C 
verfolgt. Dieses Versuchssystem wurde verwendet, urn die In- 
hibition der rekombinanten DOXP-Reductoisomerase von P. 
falciparum durch verschiedene Substanzen zu zeigen. Nach 
Zugabe von 1 \iM 3- (N-Formyl-N-hydroxylamino) -propyl- 
phosphonsaure-mononatriumsalz und und 1 \iM 3- (N-Acetyl-N- 
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hydroxylamino) -propyl-phosphonsaure-mononatriumsalz zum Re- 
aktionsansatz war keine Veranderung der Absorption bei 340 
nm zu beobachten. Unter diesen Bedingungen wurde die DOXP- 
Reductoisomerase von P. falciparum vollstandig inhibiert. 

Beispiel 4 

Test der Wirksamkeit der Substanzen gegen Malaria in vivo 

Die verschiedenen Derivate wurden nach dem modif izierten 
Peters' Test getestet. Die Substanzen wurden dabei in einem 
Viertel der halblethalen Dosis (LD50) appliziert. Bei dem 
Versuchsansatz wurden zehn Mause mit Plasmodium vinckeii, 
dem Erreger der Mausemalaria, infiziert. Nach Bestatigung 
der Infektion durch Blutuntersuchung erfolgte die Behand- 
lung in vier Mausen. Als Kontrolle dienten sechs Mause, die 
nicht behandelt wurden. Die Behandlung mit 1-1000 mg/kg/d , 
3- (N-Formyl-N-Hydroxylamino) - 

propylphosphonsauremononatriumsalz iiber 3 Tage fuhrte zu 
einer Abtotung der Parasiten im Blut der Mause. Die behan- 
delte Gruppe war bereits nach einem Tag frei von lebenden 
Parasiten. Die Kontrollmause mufiten am Tag 5 nach Infektion 
bei einer Parasitamie von > 80% getotet werden. Die behan- 
delten Mause waren auch 8 Wochen nach Behandlungsende immer 
noch frei von Parasiten. Weitere Experimente zeigten eine 
Wirksamkeit von 50 mg/kg/d 3- (N-Formyl-N-hydroxylamino) - 
propyl-phosphonsaure-mononatriumsalz in Mausen mit einer 
Parasitamie von 80%. Auch. diese Mause waren nach 1 Tag frei 
von lebenden Parasiten. Die weiteren Ergebnisse fur 3- (N- 
Formyl-N-hydroxylamino ) -propyl-phosphonsaure- 
mononatriumsalz und 3- (N-Acetyl-N-hydroxylamino) -propyl- 
phosphonsaure-mononatriumsalz sind in Figur 5 dargestellt. 




Beispiel 5 

Schutzwirkung vor Malaria beim Versuch mit infizierten Mau- 
sen 

Die Wirksamkeit der Verbindungen in vivo gegenuber Malaria 
wurde unter Heranziehen von 20 bis 25 g schweren mannlichen 
Mausen (BALB/c-Stamm) getestet. Einen Tag vor der Infektion 
wurden vier Mause intraperitoneal mit 50 mg/kg 3- (N-Formyl- 
N-hydroxylamino) -propylphosphonsaure-mononatriumsalz behan- 
delt. Die Mause wurden dann mit Plasmodium vinckeii infi- 
ziert. Mause, die nicht mit der Substanz vorbehandelt wur- 
den, dienten als Kontrolle. Es konnte in den behandelten 
Mausen keine Infektion nachgewiesen wurden, wahrend die 
Kontrollmause nach 5 Tagen mit einer Parasitamie uber 80% 
getotet werden. Die behandelten Mause waren auch 8 Wochen 
nach der Infektion frei von Parasiten. 

Beispiel 6 

In vitro Inhibition des Wachstums von Malaria Parasiten 
Zum Prinzip der IC50-8estimmung (die Konzentration, bei der 
die Vitalitat der Parasiten um die Halfte reduziert wird) 

Zur Bestimmung der IC50-Werte werden die Malaria-Parasiten 
zunachst fur einen vollstandigen 48-Stunden-Zyklus in Ge- 
genwart von Inhibitoren kultiviert, in den anschliefienden 
24 Stunden wurde die Uberlebensrate durch [ 3 H] -Hypoxanthin- 
Einbau gemessen. Auf einer Mikrotiterplatte wird eine Ver- 
dunnungsreihe von 3- (N-Formyl-N-hydroxylamino) - 
propylphosphonsauremononatriumsalz in 10- f ach konzentrier- 
ten 20-yl-Aliquots vorgelegt. Dann werden zu jedem Well 180 
\il Parasitensuspension in Kulturmedium zugefiigt. Es werden 
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asynchrone Kulturen mit ca. 0,4% Parasitamie and 2 % Hama- 
tokrit verwendet. AnschlieJiend werden die Mikrotiterplatten 
fur 48 h inkubiert. Dann werden zu jedem Well 30 ul [ 3 H ]- 
Hypoxanthin zugefugt. Nach 24-stundiger Inkubation wurden 
die Zellen geerntet und die inkorporierte Radioaktivitat 
wurde gemessen. In den Figuren 6a, 6b und 6c sind die Er- 
gebnisse mit den Stammen HB3 , A2 und Dd2 mit bekannten Re- 
sxstenzen gegen andere Malaria-Medikamente dargestellt. In 
beiden Stammen ergibt sich ein IC-50-Wert von unter 0,5 uM. 
Die Resistenzen dieser Stamme sind: 

Plasmodium falciparum HB3 (Honduras) ist gegen Pyrimethamin 
resistent. 

Plasmodium falciparum Dd2 (Indochina) ist gegen Cloroquin, 
Chinin, Pyrimethamin, Cycloguanil und Sulfadoxin resistent 
Plasmodium falciparum A2 (Gambia) ist gegen Chloroquin und 
Cycloguanil resitent. 



Es wurden keine Kreuzresistenzen mit Anti-Malaria-Mitteln 
gefunden. 
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Patent anspruche 

1. Mittel zur Vorbeugung unci Behandlung von Infektions- 
krankheiten, verursacht durch ein- oder mehrzellige Pa- 
rasiten, gekennzeichnet dadurch, dafi es eine die Enzyme 
oder Co-faktoren des l-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat- 
Stof fwechselweges hemmende Substanz enthalt. 

2. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi es 
die Umsetzung von Glycerialdehyd und Pyruvat zu 1-Deoxy 
D-Xylulose hemmt . 

3. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi es 
die Umsetzung von Glycerinldehyd-3-phosphat und Pyruvat 
zu Isopentenyl-diphosphat hemmt. 

4 . Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi es 
die Bildung von l-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat hemmt. 

5. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi es 
die Umsetzung von Glycerinldehyd-3-Phosphat und Pyruvat 
zu l-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat hemmt. 

6. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi es 
die Umsetzung von l-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat hemmt. 



7. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi es 
die Bildung von 2-C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat 
hemmt . 
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8. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dafl es 
die Umsetzung von l-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat zu 2-C- 
Methyl-D-erythritol-4-phosphat hemmt . 



9. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dali es 
die Umsetzung von 2-C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat 
hemmt . 



10. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi es 
die Umsetzung von 2-C-Methyl-D-erythritol-4-phosphat zu 
Isopentenyldiphosphat hemmt . 

11. Mittel nach den Anspruchen 1 bis 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi es die Produktion der beteiligten Enzyme 
oder der beteiligten Co-Faktoren hemmt. 

12. Mittel nach den Anspriichen 1 bis 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daJi es den Abbau der beteiligten Enzyme oder 
beteiligten Co-Faktoren fordert. 

13. Mittel nach den Anspruchen 1-12, dadurch gekennzeich- 
net, daii es den Umsatz des Enzyms l-Deoxy-D-xylulose-5- 
phosphat-Synthase oder l-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat- 
Reduktase hemmt. 

14. Verwendung von Mitteln nach einem der vorhergehenden 
Anspruchen zur Behandlung von Inf ektionskrankheiten, 
verursacht durch ein- oder mehrzellige Parasiten bei 
Mensch und Tier. 



15. Pharmazeutischen Mittel nach einem der Anspruche 1-13, 
das einen pharmazeutisch akzeptablen Trager aufweist. 




16. Verwendung nach Anspruch 15 f dadurch gekennzeichnet , 
daft das pharmazeutische Mittel mindestens einen weiteren 
wirksamen pharmazeutischen Wirkstoff aufweist. 

17. Arzneimittel, nach Anspruch 16, dadurch gekennzeich- 
net, daft das pharmazeutische Mittel ein Hemmer der 
Fettstof fwechselwege und der Cholesterinsynthese und der 
Cholesterinauf nahme ist . 

18. Arzneimittel nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, 
dali das pharmazeutische Mittel ein HMG-CoA-Reduktase- 
Hemmer oder ein HMG-CoA-Synthase-Hemmer ist. 

19. Arzneimittel nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, 
daft das pharmazeutische Mittel ein oder mehrere Bestand- 
teile der Gruppe aufweist, die besteht aus Lovastatin, 
Mevastatin, Compact in, Simvastatin, Pravastatin, Atorva- 
statin, Fluvastatin und Cerivastatin . 

20. Verwendung von Arzneimitteln nach den Anspruchen 1-19 
fur die Behandlung von Infektionen verursacht durch Bak- 
terien . 

21. Verwendung von Mitteln nach den Anspruchen 1-19 als 
Herbizide . 

22. Protein mit oder ohne l-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat- 
Synthase Aktivitat, welches am l-Deoxy-D-xylulose-5- 
phosphat-Stof fwechselweges beteiligt ist und a) codiert 
wird von der in Sequenz lb und 2b gezeigten DNA-Sequenz 
b) codiert wird von DNA-Sequenzen, die mit den in Se- 
quenz lb oder 2b gezeigten DNA-Sequenzen oder Fragmenten 



dieser DNA-Sequenzen im DNA-Bereich, der fur das reife 
Protein codiert, hybridisieren . 

23. Protein mit oder ohne l-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat- 
Reduktoisomerase Aktivitat, welches am 1-Deoxy-D- 
Xylulose-5-Phosphat-Stof fwechselweges beteiligt ist und 
a) codiert wird von der in Sequenz la und 2a gezeigten 
DNA-Sequenz, b) codiert wird von DNA-Sequenzen, die mit 
den in Sequenz la oder 2a gezeigten DNA-Sequenzen oder 
Fragmenten dieser DNA-Sequenzen im DNA-Bereich, der fur 
das reife Protein codiert hybridisieren. 

24. Proteine nach den Anspruchen 22 oder 23 und weitere 
Proteine, die am l-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat- 

Stof fwechselweges beteiligt sind und erhaltlich sind aus 
den Kulturuberstanden von Parasiten oder aus den aufge- 
schlossenen Parasiten und Aufreinigung uber chromatogra- 
phische und elektrophoretische Techniken. 

25. Proteine nach einem der vorangehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, dafi es a) das Produkt einer proka- 
ryontischen oder eukaryontischen Expression einer exoge- 
nen DNA sind, b) codiert werden von den Sequenzen la, 
lb, 2a oder 2b oder codiert wird von DNA-Sequenzen, die 
mit den in den Sequenzen la, lb, 2a oder 2b gezeigten 
DNA-Sequenzen oder Fragmenten dieser DNA-Sequenzen im 
DNA-Bereich, der fur das reife Protein kodiert, hybridi- 
sieren, oder c) codiert werden von DNA-Sequenzen, die 
ohne Degeneration des genetischen Codes mit den in b) 
definierten Sequenzen hybridisieren wurden und fur ein 
Polypeptid mit entsprechender Aminosaure-Sequenz kodie- 
ren. 




26. Protein gemaft einem der vorangehenden Anspruchen, wel- 
ches aus den Aminosauren von Sequenz 2a, 2b, 3a, 3b be- 
steht . 

27. Nukleinsaure welche fur ein Protein gemali einem der 
vorangehenden Anspruche kodiert, dadurch gekennzeichnet , 
dali sie ausgewahlt ist aus der Gruppe a) der in Sequenz 
la, lb, 2a, 2b gezeigten DNA-Sequenzen oder der komple- 
mentaren DNA-Sequenzen, b) Nukleinsaure-Sequenzen, die 
mit der Sequenz von a) hybridisieren, c) Nukleinsaure- 
Sequenzen, die ohne die Degeneration des genetischen 
Codes mit einer der in a) oder b) genannten Sequenzen 
hybridisieren wurden. 

28. DNA mit der in Sequenz la gezeigten Sequenz. 

29. DNA mit der in Sequenz lb gezeigten Sequenz. 

30. DNA mit der in Sequenz 2a gezeigten Sequenz. 

31. DNA mit der in Sequenz 2b gezeigten Sequenz. 

32. Rekombinanter Expressionsvektor , der DNA enthalt, die 
fur ein Protein nach den Anspruchen 22 bis 26 codiert 
und in einem transf ormierten Mikroorganismus oder einem 
transf ormierten eukaryontischen Zelle, oder in einem 
Tier oder eine Pflanze die proteincodierende DNA expri- 
miert. 

33. Prokaryontische Wirtszelle, eukaryontische Wirtszelle 
Tiere und Pflanzen, welche mit einer DNA, die fur ein 
Protein nach den Anspruchen 22 bis 26 kodiert, transfi- 
ziert ist und das genannte Protein produzieren kann. 
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34. Wirtszelle nach Anspruch 33, die E. coli oder eine 
Saugerzellinie ist. 

35. Verwendung von DNA, die fur ein Protein nach den An- 
spruchen 22 bis 26 kodiert, zur Transf ektion eines pro- 
karyontischen oder eukaryontischen Organismus. 

36. Verfahren zur Gewinnung eines Proteins, das am 1- 
Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat-Stof fwechselweg beteiligt 
ist aus Parasiten oder aus Kulturuberstanden von Parasi- 
ten-Kulturen uber chromatographische und elektrophoreti- 
sche Techniken. 

37. Verfahren nach Anspruch 36, wobei das Protein 1-Deoxy- 
D-Xylulose-5-Phosphat-Synthase oder 1-Deoxy-D-Xylulose- 
5-Phosphat-Reduktoisomerase ist. 

38. Verfahren zur rekombinanten Herstellung eines Pro- 
teins, daft am l-Deoxy-D-xylulose-5-Phosphat- 

Stof fwechselweg beteiligt ist durch Expression der DNA 
aus einem der vorangehenden Anspruchen in einer geeigne- 
ten Wirtszelle und Isolierung des Proteins aus der 
Wirtszelle oder aus dem Kulturuberstand der Wirtszelle. 

39. Verwendung eines Proteins aus dem 1-Deoxy-D-Xylulose- 
5-Phosphat-Stof fwechselweg gemali einem der vorangehenden 
Anspruchen als Antigen oder Immunogen zur Herstellung 
von Antikorpern, die an dieses Protein binden. 

40. Antikorper gegen ein Protein aus dem 1-Deoxy-D- 
Xylulose-5-Phosphat-Stof fwechselweg gemafi einem der vor- 
angehenden Anspruchen, erhaltlich durch in-vitro- 




Immunisierungstechniken oder durch Immunisierung eines 
Tieres mit einem Protein gemafi einem der vorangehenden 
Anspriichen und Gewinnung der Antikorper aus dem Serum 
oder aus den Milzzellen der immunisierten Tiere. 

41. Verwendung eines Proteins gemafi einem der vorangehen- 
den Anspriichen zur Identif izierung von anti-parasitar 
wirkenden Stoffen. 

42. Verwendung eines Antikorpers gemafi einem der vorange- 
henden Anspriichen zur Identif izierung eines antiparasi- 
tar wirkenden Stoffes. 

43. Testsysteme unter Verwendung eines Proteins gemafi ei- 
nem der vorangehenden Anspriichen zur Identif izierung ei- 
nes antiparasitar wirkenden Stoffes. 

44. Testsysteme unter Verwendung eines Proteins gemafi ei- 
nem der vorangehenden Anspriichen zur Identif izierung ei- 
nes antiparasitar wirkenden Stoffes. 

45. Verfahren zum Nachweis von Nukleinsauren, welche ein 
Protein gemafi einem der vorangehenden Anspriichen codie- 
ren, dadurch gekennzeichnet , dafi die zu untersuchende 
Probe mit einer Nukleinsauresonde inkubiert wird, welche 
aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus a) der in den Fi- 
guren la und lb gezeigten DNA-Sequenzen oder der dazu 
komplenentaren Sequenz, b) Nukleinsauren, die mit einer 
der Sequenzen von a) hybridisieren bestehen, die Nu- 
kleinsauresonde mit der Nukleinsaure der Probe inkubiert 
wird und die Hybridisierung ggf . uber einen weiteren 
Bindepartner von Nukleinsauresonde nachgewiesen wird. 



* • #• • 

• • • 4 

♦ * • I 



• 9 m m #» 



46. Verfahren nach Anspruch 45, dadurch gekennzeichnet, 
dafi die nachzuweisende Nukleinsaure vor dem Nachweis am- 
plifiziert wird. 



47. Herstellung und Verwendung von l-Deoxy-D-Xylulose-5- 
Phosphat -Synthase oder l-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat- 
Reduktoisomerase gemaU einem der vorangehenden Ansprti- 
chen. 



48. Verwendung nach Anspruch 14 zur Behandlung von Mala- 
ria, der Schlaf krankheit und der Leishmaniosen. 
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1 j 30 50 

ATGAAGAAATATATTTATATATATTTTTTCTTCATCACAATAACTATTAATGATTTAGTA 

70 90 110 

ATAAATAATACATCAAAATGTGTTTCCATTGAAAGAAGAAAAAATAACGCATATATAAAT 

130 150 170 

TATGGTATAGGATATAATGGACCAGATAATAAAATAACAAAGAGTAGAAGATGTAAAAGA 

190 210 230 

ATAAAGTTATGCAAAAAGGATTTAATAGATATTGGTGCAATAAAGAAACCAATTAATGTA 

230 270 290 

GC AAT TTTTGGAAGTACTGGTAGT AT AGGTACGAATGCTTTAAAT AT AAT AAGGGAGTGT 

310 330 350 

AAT AAAAT T G AAAAT GT T T T T AAT GT T AAAGC ATT G TAT G TG AAT AAG AG T GT G AAT GAA 

373 390 410 

T T AT AT GAAC AAGC TAG AG AAT T T T T AC C AGAAT AT T T G T GT AT AC AT G AT AAAAGT GT A 

420 450 470 

TATGAAGAATTAAAAGAGTTGGTAAAAAATATAAAAGATTATAAACCTATAATATTGTGT 

490 310 530 

GG T G AGAAG GG AAAAGAAAT AT G T AG T AG T AAT AG T AT AGAT AAAAT AGT TAT T G G T AT T 

33Z 570 590 

GATTCTTT7CAAGGATTA7ATTCTACTATGTATGCAA7TATGAAT AAT AAAAT AJ3TTGCG 

61C 630 650 

TTAGCTAATA^AGAATCCATTGTCTCTGCTGGTTTCTTTTTAAAGAAATTATTAAATATT 

6*C 690 710 

C ATAAAAAT GCAAAG AT AAT ACCT GT T GAT T C AG AAC AT AGT GC TAT AT T T CAAT GTTT A 

732 750 770 

GAT AAT AAT AAG G T AT TAAAAACAAAAT GTT T AC AAG AC AAT T T T T C T AAAAT T AAC AAT 

7=0 310 830 

AT AAAT AAAAT AT TTTTA7GTTCATCTG GAG G T C CAT 7 T C AAAAT T T AAC TAT G GAC GAA 

S3: 370 8 90 

TTAAAAAATGTAACATCAGAAAATGCTTTAAAGCATCCTAAATGGAAAATGGGTAAGAAA 

9i: 930 950 

ATAACTATAC-ATTCTGCAACTATGATGAATAAAGGTTTAGAGGTTATAGAAACCCATTTT 

9~ j 990 1010 

TTATTTGATGTAGATTATAATGATATAGAAGTTATAGTACATAAAGAATGCATTATACAT 

105C 1050 1070 

TCTTGTGTTGAATTTATAGACAAATCAGTAATAAGTCAAATGTATTATCCAGATATGCAA 

1090 1110 1130 

AT ACCC AT AT T AT AT T CT TT AAC AT GGCCTG AT AGAAT AAAAAC AAAT TTAAAACCTTT A 

113: 1170 1190 

GATTTGGCTCAGGTTTCAACTCTTACATTTCATAAACCTTCTTTAGAACATTTCCCGTGT 

121C 1230 1250 

ATTAAATTAGCTTATCAAGCAGGTATAAAAGGAAACTTTTATCCAACTGTACTAAATGCG 
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1270 1290 1310 

T C AAAT GAAAT AGC T AAC AAC T T AT T T T T G AAT AAT AAAAT T AAAT AT T T T GAT AT T T C C 

1330 1350 1370 

TCTATAATATCGCAAGTTCTTGAATCTTTCAATTCTCAAAAGGTTTCGGAAAATAGTGAA 

1390 1410 1430 

GATTTAATGAAGCAAATTCTACAAATACATTCCTGGGCCAAAGATAAAGCTACCGATATA 

1450 

T AC AAC AAAC AT AAT T C T T C A 
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1 GATGAAATAT ATAAAGAAAT ATATGAACTA TAT G TAG AAA GAAATATTCC 

51 TGAATATTAT GAACGAAAAT ATTTTTCAGA AG AT ATT AAA AAGAGTGTCC 

101 TATTTGATAT AGATAAATAT AATGATGTCG AATTTGAAAA AGCTATAAAA 

151 GAAGAATTTA TAAATAATGG AGTTTATATT AATAATATAG ATAATACATA 

201 TTATAAAAAA GAAAATATTT TAATAATGAA AAAG AT AT T A CATTATTTCC 

251 CAT TAT T AAA ATTAATTAAT AATCCATCAG ATTTAAAAAA GTTAAAAAAA 

301 CAATATTTAC CTTTATTAGC ACATGAATTA AAAATATTTT TATTTTTTAT 

351 TGTAAATATA ACAGGAGGTC ATTTTTCCTC TGTTTTAAGC TCTTTAGAAA 

401 TTCAATTATT ATTATTGTAT ATTTTTAATC AACCATATGA TAATGTTATA 

4 51 TATGATATAG GACATCAAGC ATATGTACAT AAGATATTGA CCGGAAGAAA 

501 ACT AT TAT TT CTATCATTAA GAAATAAAAA AGGTATTAGT GGATTCCTAA 

551 ATATTTTTGA AAGTATTTAT GATAAATTTG GGGCTGGTCA CAGTTCCACT 

601 TCATTAAGTG CTATACAAGG ATATTATGAA GCCGAGTGGC AAGTGAAGAA 

651 TAAAGAAAAA TATGGAAATG GAGATATAGA AATAAGTGAT AACGCAAATG 

701 TCACGAATAA TGAAAGGATA TTTCAAAAAG GAATACACAA TGATAATAAT 

751 ATTAACAATA AT AT T AAT AA TAATAATTAT ATCAATCCTT CAGATGTGGT 

801 AGGAAGAGAA AAT AC G AAT G TACCAAATGT ACGAAATGAT AACCATAACG 

851 TGGATAAAGT ACACATTGCT ATTATAGGAG ATGGTGGTTT AACAGGTGGA 

901 ATGGCATTAG AAGCGTTAAA TTATATTTCA TTCTTGAATT CTAAAATTTT 

951 AATTATTTAT AATGATAACG GACAAGTTTC TTTACCAACA AATGCCGTAA 

1001 GTATATCAGG TAATAGACCT ATAGGTTCTA TATCAGATCA TTTACATTAT 

1051 TTTGTTTCTA ATATAGAAGC AAATGCTGGT GATAATAAAT TATCGAAAAA 

1101 TGCAAAAGAG AATAACATTT TTGAAAATTT GAATTATGAT TATATTGGTG 

1151 TTGTGAATGG TAATAATACA GAAGAGCTCT T T AAAG TAT T AAATAATATA 

1201 AAAGAAAATA AAT T AAAAAG AGCTACTGTT CTTCATGTAC GTACAAAAAA 

1251 AT CG AAT GAT TTTATAAATT CAAAGAGTCC AAT AAG TATA TTGCACTCTA 

1301 TAAAGAAAAA TGAGATTTTC CCGTTCGATA CCACTATATT AAATGGAAAT 

1351 ATTCATAAGG AGAACAAGAT AGAAGAAGAG AAAAATGTGT CTTCATCTAC 

14 01 AAAGTATGAT GTAAATAATA AGAATAATAA AAATAATGAT AAT AG T G AAA 

14 51 TTATAAAATA TGAAGATATG TTTTCAAAAG AGACGTTCAC AGATATATAT 



Fig. lb 
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1501 ACAAATGAAA TGTTAAAATA TTTAAAGAAA GATAGAAATA TAATATTCCT 

1551 ATCTCCCGCT ATGTTAGGAG GAT C AG GAT T GGTTAAAATT AGTGAGCGTT 

1601 ATCCAAATAA TGTATATGAT GTAGGTATAG CAGAACAACA TTCTGTAACT 

1651 TTCGCAGCAG CTATGGCAAT GAATAAGAAA TTAAAAATAC AATTATGTAT 

1701 ATATTCGACC TTTTTACAAA GAGCATATGA TCAAATTATA CATGATCTTA 

17 51 ATTTACAAAA TATACCTTTA AAGGTTATAA TTGGAAGAAG TGGATTAGTA 

18 01 GGAGAGGATG GGGCAACACA TCAAGGTATA TATGATTTAT CTTATCTTGG 
18 51 GACACTTAAC AATGCATATA TAATATCTCC AAGTAATCAA GTTGATTTGA 
1901 AAAGAGCTCT TAGGTTTGCT TATTTAGATA AGGACCATTC TGTGTATATA 
1951 CGTATACCCA GAATGAACAT ATTAAGTGAT AAGTACATGA AAGGATATTT 
2 001 GAACATTCAT ATGAAAAATG AG AG C AAAAA TATCGATGTA AACGTGGATA 
2051 TAAACGATGA TGTAGATAAA TATAGTGAAG AATATATGGA CGATGATAAT 
2101 TTTATAAAAT CGTTTATTGG AAAAT C TAG A ATTATTAAAA TGGATAATGA 
2151 AAATAATAAT ACAAATGAAC ATTATTCAAG CAGAGGAGAT ACACAGACAA 
2201 AAAAAAAAAA AGTTTGTATC TTTAACATGG GTAGTATGCT TTTTAATGTA 
2251 ATTAATGCTA TAAAAGAAAT TGAAAAAGAA CAATATATTT CACATAATTA 
2301 TTCTTTTTCA ATTGTTGATA TGATATTTTT AAATCCTTTA GATAAAAATA 
2351 TGATA 
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10 30 50 

ATGAAGAAATATATTTATATATATTTTTTCTTCATCACAATAACTATTAATGATTTAGTA 
MKKYI YIYFFFITITINDLV 

70 90 110 

AT AAAT AAT AC AT C AAAAT G T G T T T CC AT T G AAAG AAGAAAAAAT AACGC AT AT AT AAAT 
INNTSKCVSIERRKNNAYIN 

130 150 170 

TATGGTATAGGATATAATGGACCAGATAATAAAATAACAAAGAGTAGAAGATGTAAAAGA 
YGIGYNGPDNKITKSRRCKR 

190 210 230 

AT AAAGT T AT GC AAAAAGG AT T T AAT AGAT AT T GGTGC AAT AAAGAAACC AAT T AAT GT A 
IKLCKKDLI DIGAIKKPINV 

250 270 290 

GCAATTTTTGGAAGTAC7GGTAGTATAGGTACGAATGCTTTAAATATAATAAGGGAGTGT 
AIFGST3S IGTNALNI IREC 

310 330 350 

AAT AAAAT T G AAAAT G T T T T T AAT G T T AAAG CAT T G TAT G T G AAT AAG AGT G T G AAT G AA 
NKIENVFNVKALYVNKSVNE 

370 390 410 

TTATATGAACAAGCTAGAGAATTTTTACCAGAATATTTGTGTATACATGATAAAAGTGTA 
LYEQAREFLPEYLCIHDKSV 

430 450 470 

TATGAAGAATTAAAAGAGTTGGTAAAAAATATAAAAGATTATAAACCTATAATATTGTGT 
YEELKE1VKNI KDYKPI ILC 

490 510 530 

GGTGAGAAGGGAAAAGAj-.-.T AT GT AGT AGT AAT AGT AT AGAT AAAAT AGT TATTGGT ATT 
GEKGKEIC5SNSIDKIVIGI 

550 570 590 

GATTCTTTTCAAGGATTATATTCTACTATGTATGCAATTATGAATAATAAAATAGTTGCG 
DSFQGLYSTMYAIMNNKIVA 

610 630 650 

TTAGCTAATAAAGAATCCATTGTCTCTGCTGGTTTCTTTTTAAAGAAATTATTAAATATT 
LANK ESI VSAGFFLKKLLNI 

670 690 710 

CATAAAAATGCAAAGATAATACCTGTTGATTCAGAACATAGTGCTATATTTCAATGTTTA 
HKNAKI IPVDSEHSAI FQCL 

730 750 770 

G AT AAT AAT AAGGT AT TAAAAAC AAAAT G T T T AC AAGACAAT T T T T C T AAAAT T AAC AAT 
DNNKVLXTKCLQDNFSKINN 

790 810 830 

ATAAATAAAATATTTTTATGTTCATCTGGAGGTCCATTTCAAAATTTAACTATGGACGAA 
I N K I FLCSSGGPFQNLTMDE 

850 870 890 

T T AAAAAAT G T AAC AT C AG AAAAT GC T T T AAAG C AT CC T AAAT GG AAAAT G GG T AAGAAA 
LKNVTS ENALKH PKWKMGKK 
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910 930 950 

ATAACTATAGATTCTGCAACTATGATGAATAAAGGTTTAGAGGTTATAGAAACCCATTTT 
I T I DSATMMNK GLEVI ETHF 

970 990 1010 

T TAT T T GAT G TAG AT T A T AAT G AT AT AG AAG T TAT AG T AC AT AAAG AAT GC AT TAT AC AT 
LFDVDYMDIEVIVHKECIIH 

1030 1050 1070 

TCTTGTGTTGAATTTATAGACAAATCAGTAATAAGTCAAATGTATTATCCAGATATGCAA 
SCVEFI 3KSVISQMYYPDMQ 

1090 1110 H30 

ATACCCATATTATATTCTTTAACATGGCCTGATAGAATAAAAACAAATTTAAAACCTTTA 
IPILYSLTWPDRIKTNLKPL 

1150 1170 H90 

GATTTGGCTCAGGTTTCAACTCTTACATTTCATAAACCTTCTTTAGAACATTTCCCGTGT 
DLAQVSTLTFHKPS LEHFPC 

1210 1230 1250 

ATTAAATTAGCTTATCAAGCAGGTATAAAAGGAAACTTTTATCCAACTGTACTAAATGCG 
IKLAYQAGIKGNFYPTVLNA 

1270 1290 1310 

TCAAATGAAATAGCTAACAACTTATTTTTGAATAATAAAATTAAATATTTTGATATTTCC 
SNEIANMLFLNNKIKYFDIS 

1330 1350 1370 

TCTATAATATCGCAAGTTCTTGAATCTTTCAATTCTCAAAAGGTTTCGGAAAATAGTGAA 
SI ISQV1ESFNSQKVSENSE 

1390 1410 1430 

GATTTAATGAAGCAAATTCTACAAATACATTCCTGGGCCAAAGATAAAGCTACCGATATA 
DLMKQILQIHSWAKDKATDI 

1450 

T AC AAC AAAC AT AAT TCTTCA 
Y N K H N S 5 
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GAT G AAAT AT AT AAAG AAAT AT AT G&AC T AT AT G T ift£lAA(S AAAT AT^TC C T C&&T AT T AT * 
DEIYKEIYELYVERNI PEYY 

70 90 110 

G AACG AAAAT AT T T T T C AG AAG AT AT T AAAAAG AG T G T CC T AT T TG AT AT AG AT AAAT AT 
ERKYFSEDIKKSVLFDIDKY 

130 150 170 

AAT GAT G T C G AAT T TG AAAAAG C T AT AAAAGAAG AAT T T AT AAAT AAT GG AG T T TAT AT T 
NDVEFEKAIKEEFINNGVYI 

190 210 230 

AATAATATAGATAATACATATTATAAAAAAGAAAATATTTTAATAATGAAAAAGATATTA 
NNI DNTYYKKENILIMKKIL 

250 270 290 

CAT TAT T T C C CAT TAT T AAAAT T AAT T AAT AAT C CAT C AG AT T T AAAAAAG T T AAAAAAA 
HYFPLLKLINNPSDLKKLKK 



310 330 350 

CAATATTTACCTTTATTAGCACATGAATTAAAAATATTTTTATTTTTTATTGTAAATATA 
QYLPLLAHELKI FLFFIVNI 

370 390 410 

ACAGGAGGTCATTTTTCCTCTGTTTTAAGCTCTTTAGAAATTCAATTATTATTATTGTAT 
TGGHFSSVLSSLEIQLLLLY 

430 450 470 

ATTTTTAATCAACCATATGATAATGTTATATATGATATAGGACATCAAGCATATGTACAT 
I FNQPYDNVI YDIGHQAYVH 

490 510 530 

AAGATATTGACCGGAAGAAAACTATTATTTCTATCATTAAGAAATAAAAAAGGTATTAGT 
KILTGRKLLFLSLRNKKGIS 

550 570 590 

GGATTCCTAAATATTTTTGAAAGTATTTATGATAAATTTGGGGCTGGTCACAGTTCCACT 
GFLNIFZSIYDKFGAGKSST 

610 630 650 

TCATTAAGTGCTATACAAGGATATTATGAAGCCGAGTGGCAAGTGAAGAATAAAGAAAAA 
SLSAIQGYYEAEWQVKNKEK 

670 690 710 

TATGGAAATGGAGATATAGAAATAAGTGATAACGCAAATGTCACGAATAATGAAAGGATA 
YGNGDIEI SDNANVTNNERI 

730 750 770 

TTT CAAAAAGGAAT AC AC AAT G AT AAT AAT AT TAAC AAT AAT AT T AAT AAT AAT AAT TAT 
FQKGI HNDNNINNNINNNNY 

790 810 830 

ATCAATCCTTCAGATGTGGTAGGAAGAGAAAATACGAATGTACCAAATGTACGAAATGAT 
INPSDVVGRENTNVPNVRND 

850 870 890 

AACCATAACGTGGATAAAGTACACATTGCTATTATAGGAGATGGTGGTTTAACAGGTGGA 
NHNVDKVHIAI IGDGGLTGG 
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910 930 Q 50 

ATGGCATTAGAAGCGTTAAATTATATTTC 

970 990 loio 

AATGATAACGGACAAGTTTCTTTACCAACAAATGCCGTAAGTATATCAGGTAATAGACCT 
MUN^QVaLPTNAVSlSGNRP 

1030 1050 107Q 

ATAGGTTCTATATCAGATCATTTACATTATTTTGTTTCTAATATAGAAGCAAATGCTGGT 
IGSISDHLHYFVSNIEANAG 

1090 mo ii 30 

GATAATAAApATCGAAAAATGCAAAAGAGAATAACATTTTTGAAAATTTGAATTATGAT 
UNKLSKNAKENNIFENLNYD 

1150 H70 -non 

TATATTGGTGTTGTGAATGGTAATAATACAGAAGAGCTCTTTAAAGTATTAAATAATATA 

r j; gvvnijnnteelfkvlnni 

1210 1230 1250 

AAAGAAAATAAApAAAAAGAGCTACTGTTCTTCATGTACGTACAAAAAAATCGAATGAT 
KENKLKRATVLHVRTKKSND 

1270 1290 i3 10 

TTTATAAATTCAAAGAGTCCAATAAGTATATTGCACTCTATAAAGAAAAATGAGATTTTC 
FINS KS?IS ILHSIKKNEIF 

1330 1350 i 370 

CCGTTCGATACCACTA7ATTAAATGGAAATATTCATAAGGAGAACAAGATAGAAGAAGAG 
fFDTTIi,NGNIHKENKIEEE 

1390 i4i 0 . - 

AAAAATGTGTCTTCATCTACAAAGTATGATGTAAATAATAAGAATAATAAAAATAATGAT 
KNVSSSTKYDVNNKNNKNND 

1450 1470 14go 

AATAGTGAAATTATAAAATATGAAGATATGTTTTCAAAAGAGACGTTCACAGATATATAT 
NSEIIKYEDMFSKETFTDIY 

1510 1530 i55 0 

ACAAATGAAATG^AAAATATTTAAAGAAAGATAGAAATATAATATTCCTATCTCCCGCT 
TNEMLKYLKKDRNIIFLSPA 

1570 1590 lgl0 

ATGTTAGGAGGATCAGGATTGGTTAAAATTAGTGAGCGTTATCCAAATAATGTATATGAT 
MLGGSGLVKISERYPNNVYD 

1630 1650 1670 

GTAGGTATAGCAGAACAACATTCTGTAACTTTCGCAGCAGCTATGGCAATGAATAAGAAA 
VQ-IAEQHSVTFAAAMAMNKK 

1690 1710 1730 

TTAAAAATACAATTATGTATATATTCGACCTTTTTACAAAGAGCATATGATCAAATTATA 
LKIQLCIYSTFLQRAYDQII 

!750 1770 1790 

CATGATCTTAATTTACAAAATATACCTTTAAAGGTTATAATTGGAAGAAGTGGATTAGTA 
HDLNLQNI PLKVI IGRSGLV 

1810 1830 i 8 5 0 

GGAGAGGATGGGGCAACACATCAAGGTATATATGATTTATCTTATCTTGGGACACTTAAC 
GEDGATHQGIYDLSYLGTLN 
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1870 1890 1910 

AATGCATATATAATATCTCCAA.GTAATCAAGTTGATTTGAAAAGAGCTCTTAGGTTTGCT 
NAY JEISPSNQVDLKRALRFA 

1930 1950 1970 

TATTTAGATAAGGACCATTCTGTGTATATACGTATACCCAGAATGAACATATTAAGTGAT 
YLDKDH3VYIRI PRMN I LS D 

1990 2010 2030 

AAGT AC AT GAAAGGAT AT T T GAAC AT T CAT AT G AAAAATGAGAGCAAAAAT AT CGATGT A 
KYMK GYLN I HMKNES KN I DV 

2050 2070 2090 

AACGTGGATATAAACGATGATGTAGATAAATATAGTGAAGAATATATGGACGATGATAAT 
NVD INDDVDKYSEEYMDDDN 

2110 2130 2150 

T T T AT AAAAT CG T T TAT T G G AAAAT C T AG AAT TAT T AAAAT GG AT AATG AAAAT AAT AAT 
F I KS FI GKSRI IKMDNENNN 

2170 2190 2210 

ACAAAT GAACATTAT T CAAGCAGAGGAGATACACAGACAAAAAAAAAAAAAGTTTGTATC 
TNEHYSSRGDTQTKKKKVCI 

2230 2250 2270 

TTTAACATGGGTAGTATGCTTTTTAATGTAATTAATGCTATAAAAGAAATTGAAAAAGAA 
FNMGS MLFN-VINAIKEI EKE 

2290 2310 2330 

C AAT AT AT T T C ACAT AAT T AT T C T T T T T C AAT T G T T GAT AT GAT AT T T T T AAAT CCTT T A 
QY I 3 H.MVS FS I VDM I FLNPL 

2350 

GATAAAAATATGATA 
D K N M I 



Fig. 2b Teil 3 




1 MKKYIYIYFF FITITINDLV INNTSKCVSI ERRKNNAYIN YGIGYNGPDN 

51 KITKSRRCKR IKLCKKDLID IGAIKKPINV AIFGSTGSIG TNALNIIREC 

101 NKIENVFNVK ALYVNKSVNE LYEQAREFLP EYLCIHDKSV YEELKELVKN 

151 IKDYKPIILC GEKGKEI CSS NSIDKIVIGI DSFQGLYSTM YAIMNNKIVA 

201 LANKESIVSA GFFLKKLLNI HKNAKIIPVD SEHSAIFQCL DNNKVLKTKC 

251 LQDNFSKINN INKIFLCSSG GPFQNLTMDE LKNVTSENAL KHPKWKMGKK 

301 ITIDSATMMN KGLEVIETHF LFDVDYNDIE VIVHKECIIH SCVEFIDKSV 

351 ISQMYYPDMQ IPILYSLTWP DRIKTNLKPL DLAQVSTLTF HKPSLEHFPC 

4 01 IKLAYQAGIK GNFYPTVLNA SNEIANNLFL NNKIKYFDIS SIISQVLESF 

451 NSQKVSENSE DLMKQILQIH SWAKDKATDI YNKHNSS 
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1 DEIYKEIYEL YVERNIPEYY ERKYFSEDIK KSVLFDIDKY NDVEFEKAIK 

51 EEFINNGVYI NNIDNTYYKK ENILIMKKIL HYFPLLKLIN NPSDLKKLKK 

101 QYLPLLAHEL KIFLFFIVNI TGGHFSSVLS SLEIQLLLLY IFNQPYDNVI 

151 YDIGHQAYVH KILTGRKLLF LSLRNKKGIS GFLNIFESIY DKFGAGHSST 

201 SLSAIQGYYE AEWQVKNKEK YGNGDIEISD NANVTNNERI FQKGIHNDNN 

251 INNNINNNNY INPSDWGRE NTNVPNVRND NHNVDKVHIA IIGDGGLTGG 

301 MALEALNYIS FLNSKILIIY NDNGQVSLPT NAVSISGNRP IGSISDHLHY 

351 FVSNIEANAG DNKLSKNAKE NNIFENLNYD YIGWNGNNT EELFKVLNNI 

401 KENKLKRATV LHVRTKXSND FINSKSPISI LHSIKKNEIF PFDTTILNGN 

4 51 IHKENKIEEE KNVSS5TKYD VNNKNNKNND NSEIIKYEDM FSKETFTDIY 

501 TNEMLKYLKK DRNIIFLSPA MLGGSGLVKI SERYPNNVYD VGIAEQHSVT 

551 FAAAMAMNKK LKIQLCI YST FLQRAYDQII HDLNLQNIPL KVIIGRSGLV 

601 GEDGATHQGI. YDLSYLGTLN NAYIISPSNQ VDLKRALRFA YLDKDHSVYI 

651 RIPRMNILSD KYMKGYLNIH MKNESKNIDV NVDINDDVDK YSEEYMDDDN 

701 FIKSFIGKSR IIKMDNENNN TNEHYSSRGD TQTKKKKVCI FNMGSMLFNV 

751 INAIKEIEKE QYISHNYSFS IVDMIFLNPL DKNMI 
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Hpyl 
Amo 
Mtub 
Bsub 
Syne 

Hinf 
Scol 
Pfal 



-MATGGRWIRRRGDNEWAH- 



-NDEVTNSTD 



PITIKDLVTNNTSKCVS IERRKNNAYINYGIGYNGPDNKITKSRRCKRIKLCKKDLID H 




GAEVF 

SLPKCVKTLK 





3SV KREEl 

CP DE| 

QGEQAKN-j 

~pGVPEGG-*i 

-NYADGLSKVG 
PP-EAQEKIGFCP-LSELG-i 
J-PIQHNLGYAD-LEQNG 
DNFSKi: 
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Pfal gP — 



EQALESYDKMPFKLSSl£ EQiZLDF 

QALS EVNXKDPQi 

►VLHAADgWAVBPATVg] — 
. — LTRHQIXKKPSWR — -TF— : 
CDLTVGQNtASPD: 
— LNRRAVTAVSS: 
SKT- - IERISPTTIQNl! 
— LEKMDMRB 
IQVLESFHSQKVSBNSEiSlMRQQiQIE 



Hpyl ERFKNVAGV — 

Aaeo QKVFEITERKXAGKG 

Mtub ERAQRAVS04ASVAIASTAKPGAAGRHASTLERS 

Bsub IPGDTSIQTSHKWCS 

Syne RTVLENSACVATRP 

Paer SVAGQWLTRHAG 

Hinf EIA-KTLLRE 

Ecol EVARKEVMRIAS 

Pfal DKATDIYNKHNSSr 
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Osat 

Atha MASSAPAFPSYIITEOGGLSTDSCKSTSLSSSRSLVTDLPSPCLK PNHNSHSHRRAKVCASXAEK 

*£>ip MASSCGVIKSSFU SLHSEDSTFLSRAP TSLPLKNHKLNVVAALQQD3SNDVVPSGDRLSRPKSR ALSFT 



Pfal 

Hpyl glLQNKTE 

Mtub hCQQIRGPi 

Bsub MDfflLSIQDPSE 

Syne MHjJsELTHI 

Paar LHBIPRERPATPlft>RASSPJ 

Ecol MSFDIAICTPlflALVDSTQEjj 

Hinf MTNNMNNYPIflSLINSI 

Reap MSATPSRTPH^RVTGPJ 

Osat NTPIE 

Atha GBYYSNRPP-TPlA)TINYPIE 

Mfc>ip GE KPP-IPx5>TINYE 
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MKgSKNAKE- 
PFYQSFRSF 

payeqalk1 
tagkyowKkdelei 
spmqewtdnleeqif 

SSRTYSsIrEGSB 




B SVNYIAS^FEE 

LVGGLWFRFLHSVKA 
PAVGGKLAATAEgVKD 

pfvgdsltfeme&vke 

GAWBIAFgTEE 

P xkotmi5te E 

— gpvrdgarSarq 
— gsvhelaaHvde 

GPMHQIAAgVDV 

APAHEXAS^LTQ 



Pfal 
Hpyl 
Mtub 
Bsub 
Syne 
Paor 
Ecol 
Hinf 
Reap 
Osat 
Atha 
Mjpip 




SFg LIT 

GI&3SLSPQ 
SI^YMLVS — 
GMgRL 1 

YAgG-MLVP-G' 



indfinskspisilhsikkneif 



HHjG-MWP-G' 
HJ^GVMFSPES 
MVTAMPG — GA* 
YAgOUSGSGS 
YAgGMISGTGSS 
YVgGMMGKPGAS 




DKLIDJ 



rSEF 



2FSQF 
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EfljSEQNILK PVKSFEflXDBE 

— RAEIDVPCRDVGjjPQEFYEE 
FAHDQGEYH — TPXDRMgHfDRFXEE 
INN-VL — VPLKRLgSpD I LVDB 

EVPXXQLGflpDYTVEE 

-PVFVLNIGgPDFFII 
SSGK STAIAQLgSpDYFII 

.tgolekgraxrimtHpdcyide 

GLLDGKLKWRP — — 

GLIXlGKLKWRPMVgPDRTIDE 
|SHEQSLNGI*LDGNIiKWREMVgPDRTXDE 



Pfal 
Hpyl 
Mtub 
Bsub 
Syne 
Paar 
Ecol 
Hinf 
Reap 
Osat 
Atha 
Mpxp 
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[mg/kg] 


Parasitemie [%] 


Formyl 


Acetyl 


300 


0.0 


0.0 


30 


0.0 


0.0 


10 


0.0 


0.0 


5 


0.06 ±0.17 


0.0 


2 


11.7 ± 16.5 


0.86 ± 0.44 


Kontrolle 


65.9 ± 19.1 


65.9 ±19.1 
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P. falclpa rum-Kette Dd2 
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Arzneimittelkonzentration [pMj 
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Klassischer Acetat/ 
Mevalonat-Paiihway 

(1- 13 C] Glucose 
i 

[3- ,3 C] Triosephosphat 
I 

3x[2- ,3 C] Acetyl-CoA 
1 



HOOC 



O-SCoA 



HMG-CoA 



HOOCv >C' 0H V . 
Mevalonat (MVA) 



HO0C V><^X 



OPP 



Mevalonat- 5-diphosphat 
IPP 

Wopp 



Alternativer DOX-P 
Pathway 



[1- ,3 C] Glucose 
i 

[3- u q Glycerinaldehyd-3- 
phosphat 

u I 
[3- CJ pyruvat 



1 



f 



DOXP-Synthase 



OH 
OP 

l-Deoxyxylulose-5-P (DOX-P) 
I 

DOXP-Reduktoisomerase 




2 -C-Methylerythose- 4 -phosphat 

i 





OH 
OH OH 

2-C-Methylerythritol-4-phosphat 

I 

5- IPP 



OPP 



hohere Pflanzen (Cytoplasmen) , 
Tiere, Pilze/ Eubakterien 

hohere Pflanzen (Plastide) , 
Fig. 7 Griinalgen, viele Eubakterien 
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